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RESUMEN

Urteaga Omar, AF (2011) Determinacion del potencia alelopético de cultivares de arroz (Oryza
sativa L.) més frecuentemente empleados en la Mesopotamia. Tesis de Maestria en Produccién
Vegetal. Facultad de Agronomia. Buenos Aires: Universidad de Buenos Aires.

El aroz (Oryza sativa L.) es una especie cultivada en todo € mundo y las
malezas constituyen uno de los principales factores que afectan su produccion.
El conocimiento del potencial delopético de los diferentes cultivares regionaes
resulta fundamental en términos de posibles estrategias para € control de las
mismas. Se evalud e potencial alelopatico en cultivares de arroz utilizados en ||
Mesopotamia argentina frente a Echinochloa crus galli L. A través de
boiensayos RST (Relay Seeding Technique) se determind que los cultivares El
Paso 144 (EP) y Bluebonnet 50 (BB) presentaron mayor bioactividad que
Camba, Yerug, Irga 147 y Supremo 13. Los posibles aleloquimicos relacionados
a potencia inhibitorio fueron evaluados en las raices de los dos cultivares
fuertemente activos (EP) y (BB) y @ menos bioactivo (Supremo 13). Mediante
técnicas cromatogréficas (CG y CLAR) y espectroscopicas (RMN *Hy BCy
EM) se determind la presencia de hidrocarburos, aldehidos, cetonas, écidos
carboxilicos y sus ésteres metilicos en los extractos no polares. Los cultivares
alelopaticos (BB y EP) presentaron mayor proporcion de compuestos
oxigenados que € no alelopatico (Supremo 13). Se informa por primera vez la
cetona 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona en un cultivar de arroz aelopatico.
Todos los cultivares de arroz produjeron los &cidos cafeico, vanilico, siringico,
ferdlico y p-cumérico, siendo la concentracion de este Ultimo mayor en los
alelopaticos. En los extractos metandlicos de los cultivares alelopaticos se
determind la presencia del 3-O-?-D-glucopiranésido de sitosterol y de las
momilactonas A y B que fueron caracterizadas por técnicas espectroscopicas.
Estos resultados son los primeros en relacion a cultivo de arroz en Argentina'y

tienen utilidad potencial en & control de maezas, en términos del mango

sustentabl e de |os agroecosi stemas arroceros.

Palabras clave: cultivares de arroz, Echinochloa crus-galli, alelopatia, aleloquimicos, metabolitos
secundarios, andlisis cromatogréfico, RMN-'H (espectroscopia de resonancia magnética nuclear).
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ABSTRACT

Urteaga Omar, AF (2011) Determination of alellopathic potentia of rice (Oryza sativa L.) cultivars
most frequently employed in Argentinean mesopotamia. Tesis de Maestria en Produccion Vegetal.
Facultad de Agronomia. Buenos Aires: Universidad de Buenos Aires.

Rice (Oryza sativa L.) is a cultivated species worldwide and weeds are one of the
main factors affecting its production. Knowledge on the allelopathic potential of
the different regional cultivars is essential in terms of aternative strategies for
their control. The alelopathic potential in rice cultivars used in Argentinian
Mesopotamia against Echinochloa crus galli L. was evaluated. The Relay
Seeding Technique was used to determine that El Paso 144 (EP) y Bluebonnet 50
(BB) cultivars presented higher inhibition capacities than Cambg, Yerua, Irga
147, and Supremo 13. Potential allelochemicals related to the inhibitory activity
were evaluated & the roots of the two cultivars highly active (EP and BB), and
the less bioactive (Supremo 13). Chromatographic (CG y CLAR) and
spectroscopic techniques (RMN *H and *C y EM), were used to determine the
presence of hydrocarbons, adehydes, ketones, carboxylic acids and their
methylated esters in the non-polar extracts. Allelopathic cultivars (BB and EP)
exhibited greater proportions of oxygenated compounds than the non
allelopathic one. The ketone 6,10,14-trimethyl-2- pentadecanone is reported for
the firg time in an alelopathic rice cultivar. All studied cultivars produced
caffeic, vanillic, siringic, ferulic, and p-coumaric acids, but the concentration of
the latter being higher in allelopathic cultivars. Sitosterol 3-O-?-D-
glucopiranoside, and momilactones A and B were characterized in allelopathic
cultivars by means of spectroscopic techniques. These results are the first
reported for Argentinean rice cultivars, and are potentially useful in weed

management in terms of sustainable rice ecosystems.

Key words: rice cultivars, Echinochloa crus-galli, alelopathy, alelochemicals, secondary
metabolites, chromatographic analysis, RMN-"H (nuclear magnetic resonance spectroscopy).
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1. Oryza sativa

1.1. Descripcién botanica del arroz

El arroz es una planta de tallos cilindricos, con nudos y entrenudos, hojas adheridas a los
nudos, panicula terminal y adaptada para crecer en terrenos inundados. Las raices son
delgadas, fibrosas, fasciculadas y, a medida que crece la planta, se tornan aargadas y
flé&cidas, con ramificaciones abundantes. La longitud del tallo va desde 30-50 cm (en
variedades enanas, que son las que se cultivan en mayor escala), a 70 cm, en variedades
gigantes. El macollagje se inicia en € primer nudo. Las hojas son alternas y dispuestas a lo
largo del tallo. La primera que aparece, que carece de Bmina, se denomina profilo; las
restantes, son completas. La panicula, localizada sobre el extremo apical del tallo, seinicia
sobre € Ultimo nudo denominado ciliar. Es una inflorescencia con un ge llamado raquis,
gue se extiende desde € nudo ciliar hasta el apice. Segun €l tipo, se clasifica en abierta,
compacta o intermedia, y seglin € angulo de insercion de las ramificaciones primarias,
puede ser erecta o colgante (Dimitri, 1987).

Figural. Morfologia de la planta de arroz (Oryza satival..)
Fuente: www.gastrosoler.com/los_arroces _.htm

Las flores estan formadas por 6 estambres y un pistilo, donde el ovario de cavidad
simple, contiene e oOvulo. El grano es una cariopside donde se encuentra la semilla,
adherida a la parte del ovario maduro. El graro esta formado por la cascara, que a la vez
esta formado por glumas, glumelas, raquisy arista. El pericarpio varia en espesor, tiene una
consistencia fibrosa y esta formado por la cuticula, € mesocarpio y una capa de células
entrecruzadas. Latesta constituye la cubierta de la semillay el endospermo (la mayor parte
del grano) esta formado por sustancias almidonosas (Dimitri, 1987).
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1.1.1. Clasificacion taxondmica

El arroz es una graminea autdgama, de gran talla, que crece con mayor facilidad en los
climas tropicales. Originariamente era una planta cultivada en secano, pero por mutaciones
se convirtié en semi-acuética. Si bien puede crecer en medios bastante diversos, lo hace
més rapidamente y con mayor vigor en un medio cdido y himedo. Es una Fanerégama, de
la familia Poaceae o Gramineae, del género Oryza L Arroz, Tribu: Oryzae (Gramene,
2010).

1.2. Origen del cultivo de arroz

Posiblemente sea la India €l pais donde se cultivo € arroz por primeravez, debido a que alli
abundaban los arroces silvestres. Aungue €l desarrollo del cultivo también se dio en China,
tanto en tierras bgjas como atas. Por lo que es posible que haya habido varias rutas por las
que se introdujo € arroz de Asia a otras partes del mundo. Los Ultimos halazgos
arqueol 6gicos han puesto a descubierto glumas de arroz que podrian datarse entre |os afios
2750 y 3280 A.C. (en yacimientos chinos) y hasta 3.500 afios A.C. (en excavaciones
taillandesas). De este modo, |a extendida creencia de que el Oryza sativaera de origen indio
y podia daarse alrededor de unos 2500 afios A.C., ha quedado desplazada (Cabezas
Bolafios y Espinoza Esquivel, 2000).

Segun Dalrymple (1986) se registran dos especies de arroz cultivadas, Oryza sativa
y Oryza glaberrima. La primera es originaria de Asia y esta ampliamente difundida por
todas las regiones tropicales y templadas del mundo, mientras que la segunda tiene a Africa
Occidental como su centro de origen y estd siendo paulatinamente sustituida por € arroz
asiético. Acevedo et a. (2006), sefidlan que a partir del proceso evolutivo y de
domesticacion a que se sometié a la especie Oryza sativa, surgieron innumerables tipos
genéticamente divergentes los cuales se fueron adaptando a las mas variadas condiciones
agroecol égicas, estando la especie actuamente subdividida en dos principales subespecies,
grupos o razas eco geogréficas (indicay japonica).

Caracteres Indica Japdnica
Formay color de la hoja Largay verde clara | Estrechay verde oscura
Angulo (hoja banderay tallo) | Agudo Abierto

Formadel grano Largoy fino Largo y redondo

Arista Finay corta Gruesay larga

Cuadro 1. Principales diferencias entre las subespecies indica y japénica (Adaptado de
Acevedo et a., 2006)

El grupo Indica es e principal grupo cultivado en el sur y sudeste de Asiay en
muchas areas de la Republica China. Morfoldgicamente, se caracteriza por poseer tallos
largos, alta capacidad de macollge, hojas largas, decumbentes, y ciclo tardio. El grupo
Japdnica es extensamente cultivado en las zonas templadas de Taiwan, Corea, Japon, parte
de Australia, California, Europay Egipto. Posee tallos cortos y rigidos, mediana capacidad
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de macollgje, hojas oscuras, erectas, y ciclo precoz (Slaton, 2004). Se considera que,
posiblemente, € arroz de tipo japonica haya sido domesticado en el sur de China o en €
norte del sudeste asiético, e introducido a partir del siglo | desde China a Corea, y de Corea
a Japon (Khush, 1997). Ademés de los aspectos destacados en el Cuadro 1, se suelen
emplear otros caracteres para diferenciar ambos grupos, tales como la sensibilidad a la
temperatura y la tolerancia a la sequia. En este sentido, McDonald (1994) encontr6 que, a
diferencia de los indica, los cultivares japonica crecen predominantemente en regiones
templadas y que las temperaturas bajas (entre 15°C y 20°C) no afectan su germinacion ni su
crecimiento vegetativo.

El género Oryza comprende 23 especies conocidas con diez tipos de genomeas (A, B,
BC, C, CD, E, F, G, HJ, HK), entre diploides y tetraploides (Ge et al., 1999), distribuidas
en las regiones tropicales y subtropicales de todo e mundo, siendo Oryza sativa y Oryza
glaberrima las Unicas cultivadas. Para aumentar |os rendimientos del cultivo los programas
de megjoramiento han acudido a la diversidad intraespecifica de Oryza sativa lo que ha
generado la mayoria de las variedades existentes. Recientemente se ha explorado la
diversidad interespecifica dentro del genoma A (Brondani et a., 2002) y en menor
proporcion especies con genomas diferentes al A incluyendo las especies tetraploides que,
aunque son dificiles de cruzar, han originado lineas con caracteres de interés (Mariam et al.,
1996; Multani et a., 2003).

En América Latina se han identificado cuatro especies silvestres de las cuales una es
diploide con genoma A (Oryza Glumaepatula) y tres tetraploides con genoma CD (Oryza
alta, Oryza latifolia y Oryza grandiglumis). De estas especies silvestres se han
aprovechado caracteristicas de resistencia (Multani et al., 2003) y se ha logrado la
identificacion de loci de rasgos cuantitativos (QTLS, del inglés Quantitative Trait Locus) y
la produccion de lineas isogénicas cercanas (NILs, del inglés Near Isogenic Lines). Sin
embargo, € nimero de accesiones es pequefio para la mayoria de los paises, excepto para
Brasil (Buso et d., 2001) y Costa Rica (Zamoraet a., 2003).

Giarroco et a. (2007) estudiaron la mayoria de los cultivares de arroz de Argentina
(los progenitores de los modernos cultivares comerciaes, lineas de cria, y materiales que
tienen rasgos de particular interés para el mejoramiento del arroz) inscriptos en e Registro
de la Propiedad Nacional de Semillas (INASE) y lanzados en las Ultimas seis décadas.
Informaron que la mayoria de las variedades argentinas entran en e grupo japénica e
identificaron dos subgrupos que corresponden a los subtipos templados y tropicales. Los
cultivares agrupados en el subgrupo japonica templado, derivados de genotipos italianos,
tienen granos largo-ancho, medio-ancho, medio o corto y fueron criados en las regiones
templadas que se sitdan entre los 30° y los 33° de latitud sur, en las provincias de Entre
Rios y Santa Fe. Los cultivares agrupados en e subgrupo japonica tropical, sobre todo los
de grano largo- fino, fueron criados en las regiones subtropicales situadas entre los 25° y los
30° de latitud sur, en las provincias de Formosa, Chaco y Corrientes. El grupo de japdnica
tropical incluye los cultivares de grano largo introducidos desde Estados Unidos vy,
finAlmente, e grupo de cultivares indicas se compone de plantas introducidas desde
diferentes lugares del mundo, centros nacionales o internacionales.
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1.3. El cultivo de arroz en Argentina. Situacién actual

El arroz es uno de los principales productos farinaceos producidos y exportados por
Argentina. Los principales destinos de las exportaciones son Brasil, Chile, Iran, Bolivia,
Turquia y Haiti. En la mesopotamia argentina existen muy buenas condiciones
agroecolégicas para su cultivo; la produccion es eficiente y las &reas de cultivo estén
cercanas a los puertos de salida de las exportaciones. El sector productivo tiene un elevado
nivel de integracion vertical y horizontal, cuenta con ata tecnologia, organizaciones
innovadoras y financiadas por €l propio sector. En la actualidad se registra un crecimiento
de la demanda de especiaidades (aunque son nichos de poco volumen), de productos con
valor agregado y organicos. Los principales rubros producidos son arroz con cascara, arroz
elaborado, arroz partido, salvado de arroz y arroz parborizado.

La produccién nacional de arroz se concentra en € litoral argertino, siendo las
provincias de Entre Rios y Corrientes las méas representativas. Histéricamente, Entre Rios
fue superior en superficie sembrada y produccién que Corrientes, pero en los Ultimos afios
esta situacion se harevertido.

1 1 1 1 1 1 1 1 1 |
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Figura 2. Dispersion geogréafica del cultivo en funcion del &rea sembrada
Fuente: www.minagri.gob.ar/SAGPyA/agricultura

La superficie sembrada a nivel naciona (2010-2011) es de 255.550 hectareas lo
gue muestra un crecimiento del 15%, representando un aumento de 34.010 has con respecto
ala campana pasada. Corrientes presenta el 40,8% del area total, seguido por Entre Rios 'y
Santa Fe con el 36,8% y 16,4%, respectivamente, por Formosa con el 3,4% y Chaco con el
2,6% (Asociacion Correntina de Plantadores de Arroz, 2010). Se estima una produccion de
1.661.075 toneladas de arroz con cascara. Cabe destacar que €l recurso agua, por el costo y
por la importancia que tiene un buen mango del riego en la produccion fina, es
determinante en la capacidad de crecimiento del sector arrocero. Los volumenes de agua
requeridos por €l cultivo se proveen de diferente manera segun la zona productora: en Entre
Rios €l riego se realiza con agua de pozo y represa, mientras que en Corrientes por medio
de represas 0 bombeo de agua derio.
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Para la carpafia 2010-2011, Entre Rios inform6 una superficie sembrada de 92.000
ha, a ser regadas con agua de 60 represas y del acuifero subterraneo (Bolsa de Cereales de
Entre Rios, 2010). De un total de 260 productores arroceros censados en esta provincia
(concentrados en los departamentos de Villaguay y San Salvador), sdlo e 6% siembra més
de 1000 ha, mientras que & 66% siembra menos de 200 ha (Carfie, 2008). Por su parte,
Corrientes informé una superficie sembrada de 104.000 ha, lo que representa un 31,8% mas
gue la camparfia 2009-2010 y marca un record historico. Este incremento en la superficie de
cultivo se debid a que pudo concretarse laintencidn de siembra por contar con una oferta de
agua suficiente en las represas como para satisfacer las necesidades de riego. EI mayor
aumento corresponde a las zonas centro, sur, y costa del Rio Uruguay, caracterizadas por
contar con riego desde represas en la mayoria de las explotaciones que la integran.
Aproximadamente una docena de empresas siembran € 54% del area, la mayoria de ellas
ubicadas en € sudeste de la provincia (departamentos de Mercedes, Curuzd Cuatiay Monte
Caseros), la region més apta para € cultivo. Otra zona que ha mostrado una reciente
recuperacion es la zona norte, sobre la costa del rio Parang, la més antigua de las zonas
arroceras correntinas, donde grandes empresas han redlizado nuevas inversiones para
adoptar tecnologias (como la nivelacion cero) que les permitan superar las limitaciones de
los suelos y lograr un cultivo rentable.

En Argentina, e sistema de produccion de arroz es a través de siembra directa sobre
suelo seco y luego irrigado. Si € terreno destinado al arroz proviene de campos naturales la
preparacion de la tierra comienza en el verano anterior; si proviene de agricultura (soja,
arroz u otro), € laboreo comienza en febrero o marzo. En el caso de la soja es posible hacer
una preparacion minima gque consiste en la construcciéon de taipas (bordo 0 melgas en
contorno). Luego del laboreo, se nivela € terreno marcando curvas a nivel cero con léser
con una diferencia entre taipas entre 4 y 8 cm. Actualmente, |as taipas se construyen de 20
a30 cm de atoy 60 a 100 cm de ancho, dado que no es necesario mangjar |laminas altas de
agua. La siembra por lo general se hace con sembradoras de discos con una distancia de 15
a 21 cm entre hileras. El periodo de siembra comienza a mediados de septiembre y se
extiende hasta mediados de diciembre. A la siembra se aplican los fertilizantes de base N,
P, K y luego se redliza una fertilizacion con N previo al riego y otra en diferenciacion. Las
malezas se controlan con herbicidas al inicio de macollgje y, por lo general, no hace fata
efectuar controles de enfermedades o de insectos. El riego o inundacién también comienza
ainicio del macollgje y e cultivo permanece inundado hasta a fin del ciclo, cerca de la
madurez. La cosecha es mecanica, con € suelo saturado o muy himedo lo que genera
grandes huellas por los tractores y carros utilizados para transportar €l cereal dentro del lote
0 chacra. Es frecuente que el rastrojo sea aprovechado para e pastoreo directo, aunque
también se siembran pasturas con avion o0 se quema parcidmente y se laborea
inmediatamente (Quintero, 2010).

1.4. El arroz (Oryza sativa L .), una fuente de alimentacién con historia

Por cientos de afios € arroz ha estado entre los cultivos més importantes del planeta y
actuamente sigue siendo la principal fuente de aimentacién de més de la mitad de la
poblacion mundial (Gealy y Moldenhauer, 2005). Sin embargo, a pesar de los esfuerzos
sostenidos por aumentar la calidad y cantidad del arroz producido, las malezas siguen
siendo el principal escollo (Olofsdotter, 2001), alln cuando se usen quimicos y métodos
culturales para su control.
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Antes de la introduccion de los herbicidas selectivos los productores realizaban
ciertos procedimientos para controlar las malezas, y ad mismo tiempo para proteger a los
cultivos, tales como la utilizacion de rotacion y barbechos. Como lo sefidlan Kudsk y
Streibig (2003), la introduccién de herbicidas selectivos a finales de 1940 y la constante
aparicion de nuevos herbicidas en las sucesivas décadas proporciond a los productores
nuevas herramientas (desmalezadores quimicos), permitiéndoles considerar e control de
malezas de forma mas independiente del sistema de produccion de cultivos. En la década
de los afios 1980, se hicieron publicos los efectos secundarios de los herbicidas sobre el
ambiente y la salud humana, lo que exigié € cumplimiento de requisitos cada vez mas
exigentes y de politicas para reducir su uso. Estas medidas han contribuido a que el control
integrado de malezas haya adquirido €l estatus de concepto guia y a frenar, en aguna
medida, la introduccion permanente de nuevos herbicidas al mercado. Hoy en dia los
productores también tienen la opcidn de utilizar cultivos resistentes a herbicidas, que en €
caso especifico del arroz, queda reflgjado en € reciente desarrollo de algunos cultivares
resistentes a un amplio espectro de quimicos, especialmente a imidazolinonas y glifosato
(Olofsdotter et al., 2000).

La introduccion de arroces resistentes a herbicidas ha proporcionando algunas
ventgjas a los productores de arroz (Olofsdotter et al., 2000), tales como: a) control
selectivo de malezas, b) control de malezas resistentes a los herbicidas tradicionales, c)
control post emergente mas eficiente. Ha permitido, también, recuperar areas para la
produccién de arroz que habian sido abandonadas por estar fuertemente infestadas por
malezas. Asimismo, ha contribuido a aumentar € tiempo de rotacién, reduciendo el
consumo de materias fosiles del suelo, promoviendo e reemplazo de herbicidas
tradicionales por productos més benignos desde e punto de vista medicambiental, y
logrando producir més arroz sin agregar nuevas tierras ala produccion.

Sin embargo, existen problemas acerca del impacto de estos arroces resistentes a
herbicidas sobre las malezas. Uno de los principales inconvenientes es la posibilidad de una
rapida transferencia del rasgo resistente a malezas compatibles con las especies de arroz.
Rajguru et al. (2005) confirmaron experimentalmente el flujo de genes desde los arroces
resistentes a imidazolinonas hacia las plantas de arroz rojo, transformandolas en resistentes;
mientras Chen et a. (2004) habian advertido previamente que escapes transgénicos por
flujo de genes desde semillas genéticamente modificadas a sus parientes silvestres, podrian
causar problemas de bioseguridad ambiental. El desarrollo de poblaciones de malezas
resistentes a herbicidas podria limitar sustancialmente, en un futuro proximo, las opciones
agroquimicas para manejar malezas por parte de los chacareros. A su vez, € arroz resistente
a herbicidas también podria transformarse en un factor problemético a aumentar la presion
de seleccion hacia biotipos de malezas resistentes (Kudsk y Streibig, 2003). En unarevision
sobre €@ uso de herbicidas en Japon, Matsunaka (2001) presenta una comparacion
econodmica entre € control manua de malezas y € uso de herbicidas, y advierte sobre la
proliferacion de malezas resistentes a los herbicidas que se utilizan en €l cultivo de arroz.

Tales inconvenientes han llevado a los especialistas (Karim et al., 2004), a efectuar
recomendaciones en e sentido que el lanzamiento de arroces resistentes a herbicidas
deberia depender de una cuidadosa evaluacion del riesgo, especialmente en areas infestadas
con malezas co-especificas del arroz o malezas intercruzadas con Oryza sp. Desde la dptica
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de Olofsdotter et a. (2000), las regulaciones previas ala comercializacion de variedades de
arroces resistentes a herbicidas, deberian balancear los riesgos y beneficios basados en las
necesidades y condiciones locales. Por su parte, Chen et a. (2004) sefidan que las
variedades resistentes a herbicidas deberian considerarse como componentes del manejo
integrado de malezas, conjuntamente con e uso racional de herbicidasy control de malezas
en arroz, para prevenir la pérdida de esta nueva herramienta.

El interés por reducir el uso de herbicidas y por disminuir los costos de produccion
ha estimulado, ademés, e empleo de sustancias que aumentan la capacidad desintoxicante
de los cultivos frente a los herbicidas, sin comprometer e control eficiente de las malezas
(Farago et a., 1994). Productos comerciales de este tipo se utilizan en la proteccion de
cultivos extensivos, como maiz, sorgo granifero y arroz, contra aplicaciones en presiembra
y preemergencia de herbicidas de las familias de los tiocarbamatos y cloroacetanilidas,
sulfonilureas, imidazolinonas, ciclohexadionas, isoxazoles y triketonas. Hatzios y Burgos
(2004) sugieren que estos productos inducen cofactores como e glutation y enzimas
desintoxicantes, como glutation S-transferasa, citocromo P450 monoxidasa y glucosi
transferasas, aumentando el transporte vacuolar de los conjugados de glucosa de los
herbicidas selectivos.

Con respecto a desarrollo de cultivares de arroz con caracteristicas inhibitorias, los
estudios de Gibson et a. (2002), demuestran que aplicaciones coordinadas de herbicidas en
combinacion con el potencial supresivo de los cultivos mejoran el control de malezas y
optimizan e uso de herbicidas. A su vez, concluyen remarcando que € éxito de esta
integracion (herbicida-cultivo), depende de la duracion de la competencia entre arroz y
maleza.

1.5. Interferencia entre or ganismos vegetales

La interferencia entre plantas puede ocurrir en forma intraespecifica (entre individuos de la
misma especie) o interespecifica (entre individuos de especies diferentes). Harper (1961,
1964) propuso €l empleo del término interferencia para describir en una comunidad vegetal,
el conjunto de interacciones entre plantas, resultante de la proximidad con sus vecinas. En
tanto que Muller (1969) definié dos componentes como responsables de la interferencia: la
competencia y la alelopatia o interferencia quimica. Describio competencia como el
proceso a través del cua una planta utiliza recursos esenciales (luz, agua 'y nutrientes) a un
nivel que limita el crecimiento de las que comparten su habitat, y aelopatia como la
capacidad de los organismos vegetales de liberar sustancias que influyen en el crecimiento
y distribucion de sus vecinos. En términos de Ricklefs (1998), la competencia es la
sustracciéon de recursos compartidos, mientras que la aelopatia esta relacionada con la
adicion de sustancias quimicas a medioambiente.

En agunos casos, la competencia puede ser e factor predominante en la
interferencia, mientras que en otros, puede serlo la aelopatia (Bais et al., 2003). No
obstante, en la mayoria de los casos, la interferencia observada es producto de la
contribucién de ambos mecanismos (Einhellig, 1995; Mattice et al., 2001; Jennings y
Nelson, 2002; Kong et a., 2006; Leicach, 2006).
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1.5.1. Alelopatia cultivo-maleza

El término aelopatia tiene sus origenes en la Grecia antigua y proviene de “alelon”
(mutuo) y “pathos’ (enfermedad). Rice (1984) defini¢ ala alelopatia como €l efecto de una
planta sobre el crecimiento de otra a través de la liberacién de compuestos quimicos. En €
ambito de la fisiologia vegetal fue empleado por primera vez en 1937 por el vienés Hans
Molisch, para explicar los efectos del etileno sobre la maduracion de las frutas. Molisch o
utiliz6 de manera general para abarcar todos los efectos (inhibitorios y/o estimulantes)
resultantes de la accion de los principios quimicos provenientes de un organismo vegetal
sobre otro, incluyendo en su definicién tanto organismos inferiores (algas, hongos y
bacterias), como plantas superiores.

La definicion de aelopatia ha ido variando en relacion a las interacciones quimicas
que incluye. Si bien algunos autores (Rice, 1984) han empleado € término para referirse
solo a los efectos negativos de una planta sobre otra (inhibicion de la germinacion y/o
crecimiento), autores posteriores o han empleado para describir tanto las interacciones
positivas (promocion de los mismos) como las negativas, posicién aceptada por la
International Allelopathy Society en 1998, para microorganismos y plantas superiores.
Mientras que la competencia por recursos solo se manifiesta cuando la densidad de la
poblacién vegetal supera cierto valor y aumenta proporcionalmente a ésta, € grado de
inhibicion, debido a interferencia quimica, disminuye con e aumento de la densidad
vegetal. Weidenhamer et a. (1989) han sefidlado que frente a una concentracion dada, a
medida que aumenta el nimero de plantas disminuye la cantidad de toxina absorbida por
planta, diluyendo, de esta manera, €l nivel de inhibicién. En general, las fitotoxinas
perjudican a organismos de la misma o de diferentes especies. Por encima de cierto valor de
concentracion, el efecto negativo se incrementa hasta que la planta que la absorbe muere; a
baja concentracion de toxinas, puede haber poca inhibicién e, incluso, puede darse
estimulacién (Rice 1984; Liuy Lovett, 1993; Liu et a., 2005; Leicach, 2006).

Las sustancias con potencia alelopatico (responsables de la interferencia quimica)
son conocidas como aeloquimicos (Whittaker y Feeny, 1971) y estdn virtualmente
presentes en todas las plantas, incluyendo tallos, hojas, raices y semillas. La planta que
libera aleloquimicos es reconocida como “donante” y la planta que es influenciada por la
liberacién de tales aleloquimicos es identificada como “receptora’ (Inderjit y Duke, 2003).
Para que los aleéoquimicos actien sobre la planta receptora deben ser liberados por la
planta donante a través de alguno de los siguientes procesos. a) exudados de tallos y hojas
transportados por el agua de lluvia (lixiviacidn); b) liberacion de aleloquimicos volétiles
desde las partes aérea (volatilizacion); c) liberacion de compuestos fitotdxicos desde
materiales vegetales en degradacion (descomposicion de restos vegetales); d) liberacion de
fitotoxinas por raices (exudados radicales).

Entre los aleloquimicos conocidos se encuentran &cidos fendlicos, flavonoides,
terpenoides, acaloides y quinonas, entre tantos otros. Muchas sustancias quimicas
asociadas con la actividad alelopética de | as plantas son metabolitos secundarios resultantes
de las vias metabdlicas del shikimato y acetato (Rice, 1984; Einhellig, 1995; Olofsdotter e
al., 2002). Se supone que la actividad alelopatica se basa en la accion conjunta de diferentes
metabolitos secundarios que podrian actuar aditiva, sinérgica o antagonicamente (Chung et
al., 2001; Inderjit et a., 2002; Weston y Duke, 2003; Seal et al., 2004a).
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Mediante la blsqueda e identificacion de aleloquimicos es posible desarrollar
cultivares potenciamente aelopéticos a través de metodologias tradicionades o de
manipulaciones genéticas. El carécter alelopatico de un cultivar puede ser empleado en el
manejo de las malezas de dos maneras diferentes. seleccionando la variedad apropiada del
cultivo para incorporarle el carécter alelopético y trabajando directamente con un cultivo
aelopético, o bien sembrando en la modalidad de siembra directa luego del cultivo de otra
especie con actividad alelopética. A través de la primera opcion los nuevos cultivares
podrian transformarse en importantes herramientas para € control integrado de maezas
(Chon y Kim, 2004), permitiendo que los productores dependan cada vez menos de los
herbicidas sintéticos, lo mismo ocurriria intercaando en la rotacion una variedad
alelopética que deje rastrojos en el campo con capacidad para controlar malezas y
enfermedades.

En e caso especifico del arroz (Oryza satival.), es sabido que a pesar del empleo
sostenido de herbicidas, las malezas siguen siendo un problema para los productores, ya
que agunas han evolucionado hasta volverse resistentes (Gealy et a., 2003). De ali que €
estudio de las propiedades aelopaticas del arroz se revela como una promisoria linea de
investigacion por su impacto benéfico sobre la conservacion de la biodiversidad y la
estabilidad del ecosistema. En este sentido, la identificacion, y posterior aprovechamiento
de las sustancias alelopéticas de los cultivares de arroz mas frecuentemente usados en
Argentina, podria contribuir a lareduccion progresiva del uso de herbicidas en el manegjo de
malezas, fomentando una agricultura sustentable y en armonia con € ambiente. Sobre estas
consideraciones se asienta la presente investigacion.

1.5.1.1. Bioensayos alelopaticos

En condiciones de campo es dificil separar |os efectos de la competencia respecto de los de
la aelopatia (Chung et al., 2003). Si bien desde la perspectiva de un productor, no importa
realmente si la reduccion del rendimiento es causada por la competencia o la aelopatia,
desde una perspectiva cientifica, es importante diferenciarlos. Por tal motivo se han
desarrollado varias técnicas de laboratorio para medir alelopatia independientemente ce la
competencia, tales como e stair-step (Liu y Lovett, 1993), e test de cultivo hidroponico
(Einhelling et a., 1985), e método de extraccion en agua (Ahn y Chung, 2000; Kaworu,
2001) y la seleccion en un medio de agar (Wu et al., 1999). Estos bioensayos, que a
continuacién se caracterizan sintéticamente, han arrojado resultados similares tanto a
campo como en laboratorio. En la técnica stair-step (o arreglo escalonado), la planta dadora
se cultiva separada de la especie receptora, en macetas con suelo 0 arena en las que se
agrega la solucién nutriente, se lava @ sistemay € lixiviado es usado para regar plantas de
la especie receptora. El recipiente que contiene a dador esta conectado al que contiene a
receptor, y la solucion de nutrientes circula en forma ciclica, impulsada por una bomba. En
el test de cultivo hidroponico se cultivan las plantas dadoras y receptoras en hidroponia sin
adicion de nutrientes. La concentracion de los aleloguimicos se puede variar, aumentando
la cantidad de plantas dadoras, mientras que la cantidad de plantas receptoras se mantiene
constante. En e método de extraccion en agua se maceran durante distintos periodos y a
temperaturas de 26 + 2 °C diferentes partes de la planta, y la solucion resultante se utiliza
pararegar las semillas de la especie receptora que se colocan en cajas de Petri. Finalmente,
en la seleccion en un medio de agar, las semillas de la especie receptora se colocan en cajas
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de Petri que poseen un medio agar que contiene a las semillas trituradas de la especie
dadora.

Para el caso especifico del arroz se han desarrollado diferentes bioensayos para
probar interferencia quimica, entre ellos el conocido como RST, del inglés Relay Seeding
Technique (Navarez y Olofsdotter, 1996). Se trata de un méodo répido y econdémico
relacionado con la germinacion y crecimiento radical de la plantula, que permite analizar
simultaneamente numerosos cultivares de arroz Khanh et d., 2007) y asegura que las
diferencias observadas en crecimiento no se deben a competencia por luz, agua o nutrientes
(Jensen et d., 2001).

1.5.2. Competencia cultivo-maleza

La competencia puede surgir cuando dos plantas utilizan un mismo recurso cuya oferta es
limitada. Esta reduccion de la oferta puede afectar € crecimiento, la reproduccién e,
incluso, la supervivencia de la planta (Weston y Duke, 2003). En un entorno de oferta
insuficiente, cuando la disponibilidad de un recurso comin cae por debgo de los
reguerimientos conjuntos de las plantas, una manera sencilla de asegurarse la sobrevivencia
es inhibir & crecimiento de plantas competitivas, disminuyendo el consumo de recursos
escasos por parte de los competidores.

Ni et a. (2000) sefidlan que la biomasa inicial, la tasa de crecimiento y e indice de
area foliar, constituyen los mejores predictores de la capacidad competitiva de los cultivos
contra las malezas. Mientras que la tasa de crecimiento relativo, la tasa neta de asmilacion
y la capacidad de asimilacion, son pardmetros que confieren menor habilidad competitiva a
los cultivos (N et a., 2000). De acuerdo con Zhao et a. (2006), € desarrollo de cultivares
mas competitivos respecto de las malezas, requiere del empleo de simples protocolos de
seleccion basados preferentemente en rasgos que puedan ser medidos en condiciones libres
de maezas. Al andizar los resultados de 40 cultivares de arroz que crecieron en
condiciones aerdbicas en dos ambientes diferentes (uno libre de maezas y otro
enmalezado), Zhao et al. (2006) concluyeron que e rendimiento y € vigor inicia en
condiciones libres de maleza, pueden ser incluidos en un indice de seleccion indirecto que
llegaria a explicar € 48% de las variaciones en biomasay hasta un 89% del rendimiento.

La evidencia empirica muestra diferentes patrones comportamentales del arroz
cultivado, en funcion de la maleza con la que debe competir. Entre las principales maezas
del cultivo de arroz en e mundo, se destacan €l arroz rojo y e capin (Echinochloa sp).

El arroz rojo (que es un poco més ato, produce més semillasy se disemina mas que
el arroz cultivado), por ser una variedad de la misma especie, puede intercruzarse con €
arroz cultivado, transformandose en una de las malezas més problemdticas y costosas
(Gedly et a., 2002). S bien las caracteristicas de calidad quimica de los granos de arroz
rojo, y su potencia influencia sobre la calidad del arroz cultivado, alin no estan bien
determinadas, €l arroz contaminado con granos de arroz rojo tiene un valor comercial mas
bajo debido a color indeseable de los granos y la dificultad para separar ambos tipos.
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Figura 3. Arroz rojo
Fuente: www.seednews.inf.br/img/94/c2.jpg

A pesar de que todos los arroces rojos encontrados en €l arroz comercial han sido
tradicionamente clasificados como Oryza sativa sp. Indica, Vaughan et a. (2001), han
demostrado claramente que tal clasificacion es inadecuada desde el momento que, si bien
algunos arroces rojos estén intimamente relacionados con el arroz cultivado (Oryza sativa
sp. Indica), otros estan mas proximos a Oryza sativa sp. Japonica, y otros pertenecen a
grupos distintos que incluyen ascendientes de Oryza nirvara y Oryza rufipogon. Este
altimo, conocido como € antecesor del arroz asidico cultivado (Oryza sativa L.),
congtituye el germoplasma més importante para € mejoramiento del arroz (Song et a.,
2005), habida cuenta que € gen del primer macho estéril encontrado de esta variedad de
arroz savae, a ser introducido en un arroz cultivado, produjo € rapido desarrollo y los
altos rendimientos de los arroces hibridos.

Figura4. Arroz rojo maduro
Fuente: www.red-rice.com/asl9-345-res

El andlisis de los estudios realizados desde comienzos de la década de 1990 hasta
nuestros dias sobre competencia arroz cultivado-arroz rojo, indica que éste Ultimo produce
fuertes reducciones en e rendimiento del arroz cultivado, impactando negativamente sobre
el cultivar a lo largo de todo su desarrollo. Resultan particularmente ilustrativos los
experimentos que durante cuatro anos realizaron Pantone y Baker (1991) para evauar la
capacidad competitiva del arroz rojo (ecotipo Stuttgart strawhull, de estatura mediana) y el
cultivar Mars. Determinaron que el arroz rojo fue un competidor dominante durante los
cuatro anos, y que una planta de esta maleza produjo una reduccion del rendimiento de una
de Mars equivalente a la que producirian 4 plantas del propio cultivo. La competencia
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intervarietal fue considerada un indicador de la competencia de ambas especies por los
mismos recursos. Pantone et al. (1992) informaron luego que la densidad del arroz rojo
influia directamente sobre los componentes del rendimiento de Mars (peso de granos,
porcentaje de flosculos llenos, nimero de fldsculos por paniculay paniculas por planta) e,
indirectamente, sobre lafecundidad del cultivar.

Kwon et al. (1992) obtuvieron resultados similares al comparar €l crecimiento y
desarrollo del arroz rojo y los arroces cultivados Lemont y Newbonnet en condiciones de
campo. Las diferencias en crecimiento y desarrollo fueron mayores entre el arroz rojo y los
cultivados, que entre los dos cultivados. Mientras los arroces Lemont y Newbonnet
produjeron similares tasas de hojas por tallo y areafoliar, € arroz rojo fue mas alto, produjo
més tallo por nf, mayor &rea foliar y mayor peso de materia seca, aunque presentd menor
proporcion de hojas por tallo al fina de la estacidn y produjo granos con menor peso que €l
arroz cultivado. Kwon et al. (1992), que ya habian observado una reduccion del nimero
total de granosy e rendimiento total de ambos cultivares a causa del arroz rojo, informaron
una disminucién de materia seca de 100 y 130 kg/ha y de rendimiento de granos en 178 y
272 kg/ha para Newbonnet y Lemont respectivamente, por cada planta de arroz rojo. Las
disminuciones en e rendimiento, aln a densidades tan bajas como 2 plantas de arroz rojo
por nf, fueron mayores para Lemont (cultivar de plantas semienanas, de unos 90 cm de
altura), que en Newbonnet (cultivar de porte convencional, de unos 115 cm de altura).
Dado que el arroz rojo produjo més paniculas por nf y més materia seca a crecer junto a
Lemont (cultivar bajo), que junto a Newbonnet (cultivar mas alto), los autores sugirieron un
efecto causado por la mayor sombra del arroz rojo sobre Lemont.

No obstante, resultados més recientes, como los informados por Estorninos et al.
(20053a) no avalarian tal presuncion. Estos autores estudiaron el rendimiento del arroz rojo
(Stuttgart strawhull) cuando crecid con tres arroces cultivados, dos atos (Kaybonnet y
Guichao) y uno semienano (Pl 312777). El rendimiento del arroz rojo fue menor cuando
crecio con e cultivar semienano, demostrando ser mas competitivo con las de atura
convencional. También evaluaron el crecimiento del cultivar Kaybonnet con tres ecotipos
de arroz rojo (Louisiana3, Stuttgart strawhull y Katy) en experimentos a campo (Estorninos
et al., 2005b). Frente a Louisiana3 (el ecotipo més ato) observaron reducciones en el
Kaybonnet del 51% en la densidad de plantas, del 35% en la biomasa a 91 dias después de
la emergencia, y del 80% en e rendimiento. Las reducciones provocadas por Stuttgart
strawhull (el ecotipo mediano) fueron, respectivamente, del 49%, 26% y 61%; mientras que
Katy (el ecotipo enano) produjo disminuciones del 30%, 16% y 21%, respectivamente.
Estos resultados sugeririan que e arroz rojo puede provocar importantes reducciones en el
crecimiento y e rendimiento del arroz cultivado, y que los ecotipos bajos de arroz rojo
pueden afectar menos que |os més altos.

Ademés del arroz rojo, Echinochloa crus-galli L. Beauv (en adelante, E. crus-galli)
es una de las malezas que mas afectan el cultivo de arroz. Su éxito es atribuido a diferentes
aspectos, tales como un rapido desarrollo hasta la madurez reproductiva, una alta
plasticidad fenotipica, produccién de importantes cantidades de pequefias semillas, que se
diseminan facilmente, y a la latencia de la semilla (Barrett y Wilson 1981, 1983). En los
arrozaes, a su vez, la disminucion de la profundidad del agua o € drengje completo del
campo, estimulan el establecimiento de E. crus-galli.
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Desde e punto de vista de la competencia arrozEchinochloa sp, los experimentos
de Olofsdotter (2001) analizando el impacto de la densidad y de la interferencia espacial de
E. crusgalli sobre arroces cultivados de distinto porte, indicaron que interferencias
prolongadas de 1 a 20 plantas por nf de E. crus-galli redujeron més € rendimiento de
cultivares semienanos (Lemont) que € de los de altura convencional (Newbonnet). El
rendimiento de los cultivares semienanos disminuyé hasta un 21% cuando las plantas de E.
crus-galli se encontraban a corta distancia (de 0 a 25 cm), disminuyendo su impacto
negativo sobre € rendimiento de ambos cultivares al aumentar la distancia (de 25 a 100
cm). En esta misma linea de estudios se inscribe e experimento realizado por Ni et d.
(2004), que analiza la competencia entre semillas humedas de arroz y E. crus-galli en dos
condiciones ambientales. Los resultados indicaron que los cultivares més bgjos tuvieron
mayores peérdidas de rendimiento y fueron competidores més débiles que los cultivares
altos (por gemplo, @ hibrido IR72). Una bgja densidad de E. crus-galli afecté mas
notoriamente a los cultivares de bajo macollagje. Altas densidades de |la maleza provocaron
mayores pérdidas de rendimiento en cultivares de ato macollge. En todos los casos, €

rendimiento se vio més comprometido en condiciones de estacion himeda, que en
condiciones de estacion seca, con alta luminosidad.

Figura 5. Echinochloa crus-galli maduro
Fuente: www.knowledgebank.irri.org

Este dltimo aspecto concuerda con observaciones previas de Bouchade y Bayer
(1993), sobre la respuesta fotosintética del arroz a cambios en la presion parcial intracelular
de CO,, intensidad de luz y temperatura de hoja, comparada con la de tres especies de
Echinochloa (E. crusgalli, E. oryzoides y E. phyllopogon). Las tres especies de
Echinochloa mostraron respuestas fotosintéticas caracteristicas de las plantas C4, es decir
una mayor eficiencia en la utilizacién de CO, a bgja presion parcia intercelular, menores
puntos de compensacion y saturacion de la fotosintesis, mayores tasas fotosintéticas
méximas a alta intensidad luminica y mayor temperatura 6ptima de fotosintesis, que el
arroz, que es una planta C3. Bgjo condiciones simuladas de verano, las cuatro especies
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mostraron la siguiente habilidad fotosintética: E. crus-galli > E. oryzoides > E. phyllopogon
> arroz.

Fi gura 6. Inflorescencia Echinochloa crus-galli
Fuente: www.missouriplants/Grasses

Observaciones posteriores, indicaron que las estrategias de mango que retrasen la
germinacién de las especies de Echinochloa le pueden conferir ventgjas competitivas al
arroz, reduciendo la necesidad de aplicacion de herbicidas. Gibson et al. (2002) trataron de
determinar €l periodo critico de competencia entre E. phyllopogon y arroz. Cuando se
sembro E. phyllopogon treinta dias después que e arroz, las malezas no sobrevivieron por
lo que los rendimientos del arroz no se vieron afectados. Cuando se sembro E. phyllopogon
junto con el arroz no se observé competencia por luz, pero la importancia relativa del
sombreado por parte del cultivo aument6 cuando la maleza se sembré después que €l arroz.

1.6. Motivacién y significado de la investigacion realizada

La mayor demanda de aimentos y los buenos precios internacionales de los cereales estén
exigiendo se multipliguen los esfuerzos para el logro de altos rindes. En el caso del arroz,
estos dependen de un €eficiente control de las malezas que habitualmente se consigue con €l
empleo de herbicidas sintéticos. Sin embargo, esta préactica contribuye a la contaminacion
de cauces de riego y a desarrollo de variedades de malezas resistentes. El estudio de las
propiedades alelopaticas del arroz y la identificacion de los aleloquimicos involucrados
constituyen lineas de investigacion tendientes a la conservacion de la biodiversidad y la
estabilidad del ecosistema, dado que permitirian e desarrollo de cultivares més a elopéticos
a través de metodologias tradicionales o biotecnologia. La identificacion y posterior
aprovechamiento de las sustancias ae€lopéticas de los cultivares de arroz més
frecuentemente usados en Argentina, podria reducir la necesidad del uso de herbicidas en €l
manejo de malezas, y fomentar una agricultura sustentable y en armonia con el ambiente

1.7. Objetivos, hipotesisy organizacion delatesis

En funcion del andlisis de los antecedentes discutidos anteriormente, se planted como
objetivo general de esta tesis, diferenciar cultivares de arroz utilizados en la region
mesopotamica en base a su potencial aelopético sobre la maezaE. crusgalli y andizar las
diferencias quimicas cualitativas y cuantitativas entre sus extractos radicales Para ello, se
organizo latesis en capitulos, en cada uno de los cuales se plantean objetivos e hipétesis de
trabgjo. El primer capitulo (Fase 1) tuvo como objetivo identificar, entre los cultivares de
arroz més frecuentemente utilizados en la Mesopotamia argentina, 1os que presentan
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caracteristicas alelopéticas relevantes, mediante €l uso de ensayos RST. La hipétesis de
trabgjo de la Fase | fue: Existen diferencias en la capacidad alelopética de los cultivares de
arroz mas utilizados en la Mesopotamia argentina. En e segundo capitulo (Fase 1) se
determinaron las diferencias quimicas entre los extractos de raices de cultivares con y sin
actividad inhibitoria de E. crus-galli. La hipétesis de trabagjo fue: Existen diferencias
quimicas cualitativas y cuantitativas entre los extractos de raices de cultivares con y sin
actividad inhibitoria sobre E.crus-galli.

El presente estudio constituye e primer antecedente argentino del andlisis del
potencial alelopético de cultivares de arroz frecuentemente usados en nuestro pais y los
resultados obtenidos constituyen una importante herramienta para el manejo sustentable del
agroecosi stema arrocero.



CAPITULO I

FASE |: IDENTIFICACION DE CULTIVARES
CON POTENCIAL ALELOPATICO
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2.1. Alelopatia en arroz. Hacia el control bioldgico de las malezas

El estudio de los rasgos aelopaticos de los cultivos se esta revelando como una promisoria
linea de investigacion por su impacto benéfico sobre la conservacion de la biodiversidad y
la estabilidad del ecosistema. Inderjit y Duke (2003) definieron aelopatia como la
influencia directa de un compuesto quimico liberado por una planta sobre € desarrollo y
crecimiento de otra. Las propiedades alelopéticas son caracteristicas quimicas que
aumentan la capacidad de los cultivares para defenderse de las malezas (Kong et al., 2006).
Por lo tanto, las sustancias alel opaticas que estén presentes en las variedades de las especies
cultivadas se pueden capitalizar para el control de malezas, reduciendo e empleo de
herbicidas y fomentando una agricultura mas armoniosa con €l medio ambiente. Uno de los
puntos clave en e control biolégico de las malezas es la busgueda de aeloquimicos menos
perjudiciales para los organismos vegetales que coexisten con las especies a controlar, que
permanezcan en € ambiente solo €l tiempo necesario para cumplir su funcion y que luego
sean facilmente metabolizados o biodegradados. De ali que la alelopatia constituye una
interesante alternativa para € control de las malezas en un escenario de agricultura
sustentable.

En lo que hace especificamente a cultivo de arroz, Chou y sus colaboradores (1976,
1979) realizaron estudios identificando algunas sustancias fitotoxicas y autoinhibitorias en
los extractos acuosos de rastrojos de arroz en descomposicion en e suelo, observando
efectos inhibitorios del crecimiento radical de Lactuca sativa L.y de las plantulas de arroz.
Desde entonces, y hasta el momento se llevan a cabo trabajos de investigacion relacionados
a la obtencion de cultivares comerciales con propiedades alelopaticas, se han realizado
avances sobre el tema, en relacién a la interferencia quimica intra e interespecifica de este
cultivo; la identificacion de algunos aeloquimicos en arroz y la identificacion de QTLs
relacionados con alelopatia en arroz.

2.1.1. Interferencia quimicaintraeinterespecifica del arroz

Existe una gran variedad de estudios orientados a detectar €l potencial alelopatico de ciertas
plantas (0 rastrojos) para lograr una efectiva supresion bioldgica de las malezas en las
arroceras. Se destacan bioensayos (y experimentos a campo) realizados principal mente en
Estados Unidos, Filipinas, Japén y Corea, con cultivares de uso frecuente en esos paises.

Nguyen et a. (2002) anaizo € potencia alelopatico de Piper methysticum Forst.
(conocido como “kava’, comunmente usado por los nativos para propdsitos
farmacol égicos), sobre la emergenciay e crecimiento de malezas en suelos arroceros. Los
resultados de su estudio indicaron que “kava’ suprime la germinacion y e crecimiento de
una amplia variedad de malezas de arroz, tales como Lactuca sativa L., E. cruss-galli y
Monochoriavaginalis Pred var. plantaginea Solms-Laub.

Por su parte, Hong et a. (2004), estudiaron los efectos de Clerodendrum
trichotomum L., Datura stramonium L., Desmodium triflorum L. y Melia azedarach L.,
sobre la emergencia de malezas en campos arroceros. En experimentos de invernaculo,
determinaron que D. stramonium, D. triflorum y M. azedarach exhibieron similares
capacidades inhibitorias a controlar mas del 90% de las maezas. En cambio, en
experimentos a campo, el material mas promisorio para e control de malezasy con € que
se obtuvo e méximo rendimiento de arroz fue D. triflorum. Los autores concluyeron que
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estas plantas podrian ser usadas como herbicidas naturales (bioherbicidas) para reducir €
empleo de productos sintéticos, dado que no se observaron dafios en las plantas de arroz
luego de su aplicacion.

Paralelamente, Inderjit sugirid que laincorporacion de rastrojos de arroz en €l suelo
podria interferir en la germinacion y crecimiento de las malezas. Llevé a cabo estudios para
analizar los efectos de los lixiviados de rastrojos de arroz en € crecimiento de Brassica
napus var. toria L. (Inderjit y Duke, 2003) y Phalaris minor Retz (Inderjit, 2006). En
ambos casos observo que la incorporacion de rastrojos de arroz produjo una modificacion
quimica y microbioldgica de las propiedades del suelo, restringiendo €l crecimiento de
sendas malezas.

Por su parte, Ahn y Chung (2000) evaluaron e potencia aelopatico de 91
cultivares del sudeste asidtico contra E. crus-galli. Utilizaron los extractos acuosos de
cascaras de arroz a distintas temperaturas, observando que la mayor inhibicion ocurria con
altas concentraciones de los extractos acuosos tibios. Concluyeron que los extractos de
céscaras de arroz podrian ser una fuente natural de herbicidas contra el capin. Ebana et al.
(2001), determinaron variaciones en la actividad alelopética de extractos foliares de
plantulas de arroz (var. PI312777 yRexmont) al inhibir e crecimiento de Heteranthera
limosa (Sw.) Willd y Lactuca sativa L. Olofsdotter et a. (2002) analizaron 11 cultivares de
arroz en ensayos a campo para determinar su habilidad para suprimir € capin, los cuaes
difirieron significativamente y dichos resultados fueron razonablemente reproducibles a
través de tres estaciones. Concluyeron que la habilidad alelopética en combinacion con la
competencia, determinan el resultado de la interferencia arrozcapin.

En esta misma linea de estudios, Chung y su equipo (2003) condujeron un
bioensayo para determinar € potencial alelopatico de las distintas partes de la planta de
arroz sobre la germinacion y e crecimiento del capin, y desarrollar métodos sencillos para
seleccionar variedades alel opaticas usando caracteres genéticos y fenotipicos. Encontraron
variaciones genéticas entre los cultivares de arroz en cuanto a su potencia alelopético
contra la E. crus-galli. La mayor tasa de inhibicion de esta maleza (76,9%) la obtuvieron
con los extractos de rastrojos del cultivar Danganeuibangju, seguida por los extractos
foliares del cultivar Dongobyeo (74,1%) y los extractos de cascaras del cultivar Baegk
(31,7%). Con respecto a la clasificacién por caracteristicas genéticas y fenotipicas,
identificaron un mayor efecto inhibitorio en cultivares. a) domesticados (14,2%), b) de
maduracion media (15,1%), ¢) con cascara de color (15,8%) y d) con aristas de color
(16,0%). A partir de estos resultados, sugirieron que distintas partes de la planta de arroz
podrian ser una fuerte de herbicidas naturales y deberian tenerse en cuenta para desarrollar
estdndares aceptables de seleccion.

Seal et a. (2004b) analizaron € efecto alelopético de 28 variedades de arroz de uso
frecuente en Australia sobre Sagitaria montevidensis. Los ensayos de laboratorio
demostraron que el comportamiento de la sagitaria alos exudados radicales del arroz seguia
una tipica curva de dosis-respuesta. Los ensayos realizados en un medio de agar (Wu et al.,
1999), revelaron la existencia de un amplio rango de potencial alelopético en los
germoplasmas de arroz, donde los porcentajes de inhibicion radical de sagitaria oscilaron
entre el 26,6% Yy el 99,7%.
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Kim et a. (2005) determinaron que la actividad alelopatica del arroz depende de la
fuente, la concentracion y de la especie receptora, a evaluar la actividad inhibitoria de
extractos acuosos de tallos y raices de 3 cultivares de arroz, Taichung Native 1 (TN1),
IAC165 (ambos arroces a€elopdticos) y AUS196 (arroz no aelopatico), que crecen en
condiciones de Hdroponia (Einhelling et al., 1985). De los 3 cultivares, TN1 mostro el
mayor potencial inhibitorio sobre e crecimiento radica en Echinochloa colona, E. crus-
galli, E. crusgalli var. oryzicola, Triantema portulacastrum y Lactuca sativalL.

Mas recientemente, en el Cuarto Congreso Mundia sobre Alelopatia, realizado en
Australia, en e 2005, Xuan y su equipo informaron que estudios preliminares, realizados
sobre mas de 100 especies aelopaticas pertenecientes a los ecosistemas de Japon y del
sudeste asi@tico, indicaban que las propiedades aelopéticas pueden ser explotadas
exitosamente para reducir malezas. En su Ultimo estudio, seleccionaron més de 30
cultivares, incluyendo arroces con alta actividad alelopatica, 1os que fueron examinados por
su impacto sobre la emergencia de malezas y enfermedades. Aplicaciones de este material
vegetal arazon de 1-2 tn/ha redujo la biomasa de malezas alrededor de un 70% y aumenté
la produccion de arroz en un 20%. Informaron también que la incorporacion de plantas
ddopaticas en chacras de arroz entre 1 y 5 dias luego del transplante, producia € mayor
efecto en lareduccién de malezas.

2.2. Bioensayos para determinar alelopatia

Como en condiciones de campo no se puede distinguir adecuadamente entre alelopatia y
competencia, se recomienda utilizar bioensayos de laboratorio para evaluar el potencial
alelopético de cualquier especie. En los Ultimos afios se han desarrollado varios bioensayos,
confiables, rapidos y econdmicos para medir y cuantificar efectos aelopéticos (Leather y
Einhellig 1986, Fujii 1992, Navarez y Olofsdotter 1996, Kawaguchi et a. 1997). Leather y
Eingelling (1986) fueron pioneros en la descripcién de este tipo de bioensayos y
enumeraron los pasos necesarios para la extraccion, purificacion e identificacion de
compuestos bioactivos. Sefialaron que los bioensayos constituyen un proceso integral en
todos los estudios de alelopatiay que son necesarios para evaluar € potencial alelopético de
las especies.

La gran mayoria de los bioensayos disefiados para € estudio de los efectos de los
aleloquimicos aislados y/o de extractos liberados por una especie (especie donadora), sobre
el crecimiento y distribucion poblacional de otra en su vecindad (especie receptora),
incluidos los microorganismos (Inderjit y del Moral, 1997, Vandermeer, 1980, Hoagland,
2004), se basan en la tasa y la velocidad de la germinacion de las semillas y/o €
crecimiento de raiz y brotes de las especies receptoras en las etapas tempranas del
desarrollo. Casi todos los bioensayos se han @ntrado en la identificacién de potenciales
aleloguimicos o en la evaluacion de los efectos fitotoxicos de la planta donante sobre el
crecimiento (o determinados procesos fisioldgicos) de las plantas receptoras 0 malezas. El
objetivo basico de estos bioensayos es determinar relaciones entre la estructura del
aleloquimico y la actividad biol6gica del mismo y de andlogos semisintéticos desarrollados
a partir de estos, a efectos de aplicarlos como herbicidas o aditivos de agentes quimicos
reguladores del crecimiento (Fay y Duke, 1977).
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En el caso del arroz, de acuerdo con Singh et a. (2006), los bioensayos utilizados
para determinar alelopatia incluyen: a) seleccion en medio agar, en € que los productos
quimicos fitotoxicos, exudados por una gran masa de raices de arroz bien desarrolladas,
difunden una corta distancia para inhibir € crecimiento de las raices de una especie
receptora (Fujii, 1995); b) sistema de trampas de exudados radicales que emplean resinas y
materidles en fase sdlida destinados a reterer los aleloquimicos de las raices de arroz
presentes en la solucion acuosa (Mattice et a., 1998) y, ¢) Relay Seeding Technique (RST)
en € que la planta a la cud se le evalla la actividad aelopética es mantenida en un co-
cultivo con otra especie que servira de modelo para estudiar 1os efectos causados por la
presencia de |a especie donante (Navarez y Olofsdotter, 1996).

El RST es un bioensayo de planta completa, que consiste en e co-cultivo de
semillas de maleza con plantulas de arroz de 7 dias en cajas de Petri. Es una técnica que
utiliza poco espacio y permite medir €l potencial alelopético del arroz utilizando capin (E.
crus-galli), como planta de prueba. Cuantificalainhibicion del crecimiento de las raices de
capin debido a la presencia de las plantulas de arroz. Este procedimiento ha sido utilizado
rutinariamente con cientos de variedades de arroz en € IRRI (International Rice Research
Institute) permitiendo la identificacion de cultivares con fuerte potencial alelopético. El
procedimiento tanbién se ha utilizado para la identificacion de germoplasmas alel opaticos
en Corea, Australiay Camboya, con resultados satisfactorios. Los resultados muestran que
existe gran variacion en el potencia aelopatico entre los cultivares de arroz y que arededor
del 3-4% del germoplasma probado, posee elevado potencia aelopatico (Kim y Shin,
1998, Pheng et al., 1999, Kim et al., 2000).

2.3. Objetivos

El objetivo de esta primera fase del trabajo fue identificar, entre los cultivares de arroz més
frecuentemerte utilizados en la Mesopotamia argentina, 10s que presentan caracteristicas
alelopédticas rel evantes, mediante el uso de ensayos RST.

2.4. Hipdtesis
Existen diferencias en la capacidad alelopética de los cultivares de arroz mas utilizados en
la M esopotami a argentina.

2.5. Materialesy métodos

El bioensayo RST se efectud entre los meses de septiembre y diciembre de 2008. Para su
giecucion se acondiciond la sala de ensayos de la Cétedra de Quimica de Biomoléculas
(FAUBA), distribuyendo 56 cajas de Petri sobre la mesa, en un disefio completamente
aleatorizado (6 cultivares por 8 repeticiones cada una, mas un testigo), bajo una fuente de
luz (l&mpara fluorescente), conectada a un reloj temporizador. La intensidad de luz fue de
40 pmol/m2/s 'y un fotoperiodo de 12 horas.

A continuacién, se describe € protocolo que se siguio:
1. Se edterilizaron semillas de 6 de los cultivares de arroz mas frecuentemente
usados en Argentina, a saber: Bluebonnet 50 (PG: 82%), Camba (PG: 86%), El
Paso 144 (PG: 93%), IRGA 417 (PG: 87%), Supremo (PG: 88%) y Yerua (PG:
85%). La edterilizacion se reaiz6 sumergiéndolas durante 20 minutos en
hipoclorito de sodio a 5%.
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2. Se enjuagaron con abundante agua destilada, se secaron con papel tisi y se
sembraron en cgas de Petri sobre papel absorbente Whatman de 3 mm,
disponiéndolas en 2 columnas de 15 semillas cada una.

3. Se cubrieron con 20 g de arena de granulometria fina para frenar e arqueamiento
delasraicesy se agregaron 30 ml de agua destilada a cada caja de germinacion.

4. Al cuarto dia se agregaron 5 ml de agua destilada por caja.

5. Al séptimo dia se sembraron 15 semillas de E. crus-galli (PG: 95%) previamente
esterilizadas (solucion de hipoclorito de sodio a 5%, por 20 minutos). Se
acondicionaron en una columna intermedia entre las dos hileras de semillas de
arroz.

6. Seagregaron 15 ml de agua destilada.

7. Simultdneamente se sembraron 15 semillas de E. crus-galli solas en una nueva
caja de Petri, como grupo testigo.

8. Diez dias después (0 sea, alos 17 dias del inicio de cada bioensayo), se midi6 con
regla milimetrada la longitud radical de las semillas de capin emergidas en cada
caja, incluidas las del grupo testigo.

9. Adicionamente se fotografiaron las cgjas de Petri para contar con parametros
visuales del crecimiento radical del capin.

DIA
14°

Supremo 13 Bluebonnet 50

DIA
17°

El Paso 144 Yerua Testigo (E. crus-galli)

Figura 7. Crecimiento radical de los capines en presencia de un cultivar alelopéatico
(izquierda), uno no aelopético (centro) y ninguno cultivar (derecha) durante el RST.
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Las semillas de los cultivares (y las de E. crus-galli) fueron facilitadas por la Cooperativa
de Arroceros de Villa Elisa (Entre Rios), excepto las de Bluenonnet 50 que fueron provistas
por la Arrocera San Javier (Santa Fe). Las caracteristicas de los cultivares probados se

presentan en € Cuadro 2, y se acompafian de una breve descripcion.

Cuadro 2. Principales caracteristicas de |os cultivares de arroz probados

CULTIVARESPROBADOS

Camba Yerua Paso 144  Bluebonnet [RGA 417  Supremo
Origen INTA UNLP INIA EEUU IRGA EEUU
(Argentina) (Argentina)  (Uruguay) (Brasil)
Tipo Planta indica japbnica indica japonica indica indica
Macallge Alto medio dto medio bgjo  dto dto
Ciclo (dias) 125 110 125 115 110 130
Cdlidad muy buena  buena bga muy buena  muy buena  buena
grano
Amilosa mediodta mediobga medio mediobga medio ata medio
dta dta
Rendimiento  dto medio ato ato medio dto medio
dto

Camba (INTA-Proarroz). Este cultivar fue lanzado por INTA Concepcion del Uruguay
(Argenting) e inscripto en & afio 2004. Es una planta semi- enana, con hoja bandera erecta,
panoja de tamario intermedio, con resistencia a desgrane pero con tendencia a presentar
granos manchados por ataque de diferentes hongos segun la region y las condiciones de
fertilidad. Posee grano de tipo comercia largo fino, con una relacion largo ancho de grano
elaborado mayor de 3 (3,45) y un peso de 25,8 g por cada 1000 granos cascara. Tiene una
excelente calidad molineray un muy bajo porcentaje de granos panza blanca 'y yesoso. Su
estabilidad en los parametros de calidad la ubican como la variedad preferida por el sector
industrial y por el sistema de produccién primaria. Su calidad culinaria esta caracterizada
por un buen porcentaje de amilosay baja temperatura de gelatinizacion que le imprime un
comportamiento de arroz suelto después de la coccion, aunque tiende a una textura muy
duraa enfriarse.

Yerud P.A. Es un cultivar desarrollado por la Facultad de Agronomia de la Universidad
Nacional de La Plata (Argentina), inscripto en e afio 1976. Proviene de un cruzamiento de
Fortuna por desconocido encontrada en la estacion experimental de Colonia Mascia (Santa
Fe). Es un cultivar de porte ato, con hojas pubescentes de laminas largas y decumbentes de
color verde claro. Su cultivo puede readlizarse aln en las latitudes més altas de la regién
arrocera argentina dada su capacidad de resistir bajas temperaturas y su corto ciclo de
crecimiento. Sus granos se mantienen adheridos a la panoja firmemente y por lo tanto es
resistente a desgrane aln s se demora la cosecha. Es un cultivar cuyo tipo comercia de
grano es denominado largo ancho. Posee glumas carenadas y pubescentes con aristas que
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aumentan de tamafio en las siembras tardias. El peso de 1000 granos cascara es de 38 g. Su
calidad culinaria es la tipica de los granos japénica, con bajos porcentgjes de amilosa yde
temperatura de gelatinizacion.

El Paso 144. Este cultivar fue lanzado por la Estacion Experimental del Este de la
Replblica Oriental del Uruguay en € afio 1986. En Argentina fue inscripto como
introduccion en € afio 1994. Es un cultivar semi-enano, on hojas erectas, pubescentes, de
color verde claro. La panoja emerge con normaidad de la vaina, pero a madurez se
encuentra por debgjo del nivel de las laminas de la hoja bandera. Posee grano de tipo
comercial largo fino con cascara color pgjizo, pubescente y con aristas de color y tamafio
variable segln las condiciones ambientales de crecimiento. Posee grano de tipo comercial
largo fino con unarelacion largo ancho de grano elaborado mayor de 3 'y un peso para 1000
granos cascara de 26,5 g. Es sensible a la produccion de granos panza blanca yesosos, |10
cual impacta negativamente en la calidad de comercializacion.

Bluebonnet 50, representa a los cultivares denominados genéricamente americanos, fue
introducido y registrado por Palmar S.A., en 1960. Se cultiva sobre todo en la provincia de
Santa Fe. Es poco macollador, con tallos atos, moderadamente resistentes a vuelco. Posee
grano de tipo comercia largo fino con una relacion largo ancho de grano elaborado mayor
de 3,50 y un peso de 1000 granos cascarade 24,7 g. La cascara del grano es de color crema
claro, lisa no pubescente, con aristas de color marrén claro y las puntas con pigmentacion
oscura debido a la presencia de antocianinas. Tiene muy buena calidad molinera 'y bago
porcentaje de granos panza blanca y yesoso. Por tener poca cantidad de amilosa se cocina
bien, no se pegay esided para hacer a vapor.

IRGA 417 — Puita INTA CL, fue lanzado por € Instituto Rio Grandense del Arroz
(Brasil), en e afio 1995. Su introduccion e inscripcidon en Argentina fue realizada en 1997
por La Arrocera Argentina. Es un cultivar semi-enano, con hojas erectas pero finas y mas
largas que las de otros cultivares tropicales. Sus hojasy glumas son pubescentes. Emite una
panoja totalmente excerta de la vaina que a la madurez permanece protegida por la lamina
de la hoja bandera erecta. Es moderadamente resistente a desgrane natural, pero
susceptible al vuelco por ataque de hongos. El grano normalmente no presenta aristas y
corresponde a la clasificacion de largo fino tipico, con una relacion de largo-ancho de 3,5.
El peso de 1000 granos cascara es de 24 g. La excelente transparencia de sus granos pulidos
lo destacan significativamente del resto de los cultivares de su tipo. Presenta muy bao
porcentagje de granos yesosos, panza blanca, con excepcion de los casos donde se registran
enfermedades. Su calidad culinaria est4 caracterizada por un ato contenido de amilosa 'y
una temperatura de gelatinizacion intermedia-bagja.

Supremol3 6 QM 13 fue introducido y registrado por la empresa Bayer, en 1999. Se
cultiva sobre todo en la provincia de Corrientes, ocupando aproximadamente e 15% del
area. Se trata de un cultivar con buena calidad de grano, buen potencia de rendimiento y
estd muy bien adaptado a la region. Presenta alta productividad, con plantas altas, hojas
lisas y erectas. Su ciclo varia entre 130 a 135 dias de emergencia a maduracion. Presenta
una tolerancia media a la toxicidad por hierro y moderada resistencia al hongo fitopatégeno

Pyricularia spp.



A continuacion se ofrece, también, una breve descripcion de lamaleza (E. crus-galli, o
capin) empleada en e RST.

E. crusgalli, es una graminea perteneciente a la familia de las Poaceas. Los tallos pueden
superar ampliamente los 150 cm. Las hojas, desprovistas de pilosidad, presentan un limbo
plano con nervio medio distintivo y carecen de ligula. La panicula y las espiguillas son
grandes y pubescentes. La inflorescencia esta formada por racimos insertos en un ge
principal. Cada racimo integra numerosas espiguillas plano-convexas, provistas de un corto
pedinculo y densamente dispuestas a lo largo del raquis. Las espiguillas contienen dos
flores, aunque la inferior, estéril, aparece reducida a las glumillas (lemay pédea inferiores).
La cariopside es elipsoidea, ovoide o0 subesférica. Habita en suelos con alta humedad. Se
propaga por semillay tiene ciclo de vida anual.

2.6. Andlisis delos datos

Los valores obtenidos de elongacion radical de las plantulas de E. crus-gali (tanto las del
grupo testigo, como las que crecieron con los distintos cultivares de arroz), fueron
sometidos a distintos andlisis estadistico. En primer lugar, se calcularon los indices
descriptivos (medias y desviaciones tipicas), los que, posteriormente, fueron sometidos a
andlisis de varianza con test F y las medias comparadas por e test de Tukey (5%). Para
encontrar grupos de cultivares que fueran més parecidos en todos los indices medidos y en
todos los experimentos, se realizd un Andlisis de Agrupamiento (“Cluster Andlisis’). Esta
técnica multivariada se utiliza para agrupar observaciones, variables o entidades de un
conjunto de datos en base a sus semejanzas o diferencias. Tiene como finalidad ubicar 1os
objetos en grupos o “clusters’ de forma sugerida por los datos, no definidos a priori, tal que
los objetos en un grupo dado tiendan a ser semejantes en alglin aspecto (cohesién interna
del grupo) y los objetos en diferentes grupos tiendan a ser distintos (aislamiento externo
del grupo). Para la gecucion de la totalidad de los andlisis estadisticos se utilizo el
programa InfoStat/P (Di Rienzo, 2010).

2.7. Resultados

A los 17 dias dél inicio del bioensayo, se midi6 la longitud radica de las plantulas de E.
crus-galli, tanto de las crecidas con los diferentes cultivares de arroz, como las del grupo
testigo (Figuras 8y 9).

Figura 8. Plantulas de E. crus-galli que crecieron con El Paso 144 (izquierda) y capines que
crecieron solos (derecha)
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e
Figura 9. Plantulas de capin que crecieron con Bluebonnet 50 (izquierda) y capines que
crecieron solos (derecha)

En e Cuadro 3 se presentan los indices descriptivos (medias y desvios tipicos)
correspondientes a crecimiento radica de los capines, tanto en e grupo testigo (solo
capines) como en |os grupos experimentales (junto alos 6 cultivares de arroz probados)

Cuadro 3. NUmero de raices (n), medias (ordenadas en sentido descendente) y desvios
tipicos correspondientes a la longitud radical de los capines en e grupo testigo y en los
grupos experimental es.

Cultivares n =740 Media Desvio tipico

Testigo 116 6,24 0,77
Supremo 13 101 6,07 0,58
Camba 105 5,84 0,58
Yerua 100 5,93 0,56
Irga4l7 102 575 0,71
El Paso 144 112 1,34 1,07
Bluebonnet 50 97 1,09 0,49

Como se puede observar en € cuadro precedente, € mayor nimero de raices
(n=116), asi como la nmayor longitud radical (6,24 cm) de los capines, se registré cuando
éstos crecieron solos (grupo testigo). Cuando crecieron con los cultivares Supremo 13
(n=101; 6,07 cm), Cambé (n=105; 5,84 cm), Yerua (n=100; 5,93 cm) e Irga 417 (n=102;
5,75 cm), mostraron pequefias disminuciones tanto en el nimero de raices como en la
longitud radical, siendo e cultivar Supremo 13 e que menos efecto surtio sobre los
capines. En cambio, cuando crecieron junto a los cultivares El Paso 144 (n=112; 1,34 cm) y
Bluebonnet 50 (n=97; 1,09 cm), se registrod una fuerte caida en la elongacion radical de los
capines, si bien no se observé una disminucion tan marcada en cuanto al nimero de raices.
Con respecto a este Ultimo aspecto, si bien puede llamar |a atencién la cantidad de raices
gue se registraron cuando los capines crecieron junto a Paso 144 (n= 112), es conveniente
considerar este aspecto a la luz de la desviacion tipica registrada (s= 1,07), lo que et
indicando una importante heterogeneidad, que en este caso especifico, se tradujo en raices
de longitud muy variable. Los capines que crecieron con € cultivar Bluebonnet 50
mostraron e menor nimero de raices y la menor elongacion de las mismas. La Figura 10
muestra las diferencias observadas en la elongacion radical de la maleza.
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Figura 10. Diagrama de cgja de la longitud radical (cm) de los capines del grupo testigo
(cgja azul) y de los gque crecieron en los distintos grupos experimentales (cgjas naranja).
Esta gréfica encierra € rango intercuartil de los datos en una cgja que tiene la mediana
representada mediante la rayita horizontal. El limite superior de cada cgja corresponde a
cuartil 3 (Qs) o percentil 75 (Pzs). El limite inferior corresponde a cuartil 1 (Q1) o percentil
25 (P25). Ademés de la cga, se prolongan extensiones, que muestran las observaciones
extremas en la muestra

La cga azul representa el crecimiento radical de plantulas de capin que crecieron
solas (grupo testigo), en tanto que las cgjas anaranjadas representan € de las que crecieron
en los grupos experimentales. La Figura 10 muestra que, en comparacion con € grupo
testigo, los capines que crecieron junto a las variedades El Paso 144 y Bluebonnet 50
presentan las menores longitudes radicales. Esta marcada inhibicion radica podria
atribuirse a priori a mayor potencial aelopético de estos dos cultivares de arroz. No
obstante, y para determinar s las diferencias radicales observadas eran estadisticamente
significativas, se realizo € calculo de andlisis de la varianza ssmple (ANOVA, Cuadro 4).

Cuadro 4. Andlisis de la varianza de la longitud radical de los capines en funcion de las
diferentes condiciones experimental es.

Fuente Sumadelos al. Cuadrado F p
cuadrados medio
Modelo 3444,917(q) 6 574,153 1118,680 0,000
Variedad 3444917 6 574,153 1118680 0,00C
Error 376,206 733 0,513
Total 19561,510 740

R°= 0,902; R“ gjustada = 0,901
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El significativo valor de la prueba F calculada (F(733,6) = 1118,680; p< 0,000) indica
que las diferencias observadas en la longitud radical de las plantulas de capin es producto
de los tratamientos experimentales (cultivares probados) implementados en e bioensayo
RST. A su vez, € significativo valor de R? (ajustada = 0,901) corrobora tales apreciaciones,
desde el momento que esta indicardo que €l 90% de las variaciones en la elongacién
radical de la maleza se deben al efecto de los cultivares (tratamientos) con los que se han
desarrollado. Seguidamente, y con e proposito de identificar los cultivares con mayor
efecto inhibitorio sobre el crecimiento y desarrollo de las plantulas de capin, se procedi6 a
calculo de las correspondientes comparaciones multiples, a través de las pruebas de Tukey
(Cuadro 5).

Cuadro 5. Pruebas de comparacion de medias de Tukey comparando la longitud radical de
cada tratamiento

Cultivar Medias n
Testigo 6,24 124 A
Supremo 13 6,07 101 A B
Yerua 5,93 100 B C
Camba 5,84 100 B C
IRGA 417 5,75 102 C
El Paso 144 1,34 116 D
Bluebonnet 50 1,09 97 D

L etras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Como se puede observar, las pruebas de comparaciones multiples de Tukey no sdlo
corroboraron las diferencias numéricas registradas en e Cuadro 3, sino que permitieron
visualizar diferentes nucleamientos (Figura 12) de los grupos experimentales en funcion del

nivel de inhibicion del crecimiento radical de las plantulas de capin.

Promedio (Average linkage)
Distancia

Testigo
Supremo ]7
Yerta
IRGA 417 :l_

Camba

El Paso 144 —
Blue Bonnet —

0,00 0,49 0,99 1,48 1,98
Distancia

Figura 11. Dendograma que muestra los cuatro grupos jerarquicos de | os distintos
tratamientos (cultivares) utilizando como criterio de agrupamiento la distancia euclideana
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En la Figura 11 se muestra € dendograma obtenido a partir del andlisis de
conglomerados realizado, que representa e agrupamiento jerarquico de los tratamientos
tomando en cuenta las similitudes entre ellos. El ge x representa la similitud entre los
tratamientos, mientras que el gey representa los tratamientos en estudio. Se considera que,
a un nivel de agrupamiento més bajo, mostrado en € ge X, los tratamientos que se
combinan son més similares entre si, y viceversa.

El andlisis del dendograma precedente muestra cuatro agrupamientos iniciales que
luego se reagrupan en dos nucleos o “clusters’ bien diferenciados. Se puede observar que,
inicialmente, e grupo testigo (capines que crecieron solos) se agrupa con la variedad
Supremo 13 en o que se podria denominar “grupo 1”. Este agrupamiento estaria indicando
que los capines gque crecieron con la variedad Supremo 13 se desarrollaron de manera muy
similar alos que crecieron solos (grupo testigo), lo que permitiria anticipar que este cultivar
no es inhibitorio para E. crus-galli. Los cultivares Yerua e IRGA 417 conforman un
segundo nucleo (“grupo 2), a que luego se le asocia € cultivar Camba (“grupo 3”), se
presentan como “débil” o “ligeramente” aelopéticos, ya que s bien logran inhibir el
crecimiento radical de los capines, esta inhibicion no llega a ser lo suficientemente decisiva
como para diferenciarlos del grupo 1 (no alelopético) y terminan conformando con este
grupo 1 & primer gran reagrupamiento o “cluster” de segundo orden que se observa en la
zona superior del dendograma. Finamente, € “grupo 4" aparece representado por las
variedades El Paso 144 y Bluebonnet 50, que conforman el segundo gran reagrupamiento.
En contraposicion con € primero, este segundo “cluster” queda conformado por los
cultivares de arroz con mayor potencia aelopatico contra E. crus-galli. Se distinguen
entonces dos grupos diferenciados, en los que cualquier variable perteneciente a uno de
ellos, presenta un nivel de dismilitud alto con respecto a aaquier otra variable que
pertenezca a otro grupo.

2.8. Discusion de losresultados obtenidos en e RST

El objetivo de esta primera fase del estudio fue identificar el potencial alelopético de
algunos de los cultivares de arroz més frecuentemente empleados en la Mesopotamia
argentina. Con tal propdsito se prob6 e impacto de seis cultivares (Camba, El Paso 144,
Bluebonnet 50, IRGA 417, Supremo 13, Yerud) sobre € desarrollo de una de las
principales malezas del arroz (E. crus-galli o capin), através de un bioensayo RST.

L os resultados obtenidos muestran que, a menos dos de los seis cultivares probados
poseen caracteristicas alelopaticas importantes, desde e momento que inhibieron €l
desarrollo radicular de los capines que crecieron junto a ellos. Se trata de los cultivares El
Paso 144 y Bluebonnet 50, los que mostraron fuerte actividad alelopética sobre el capin.
Datos similares a los informados recientemente por Seal y Pratley (2010), quienes
encontraron que varios de los cultivares de arroz que estudiaron (Amaroo, Jarrah, Millin 'y
[Ilabong) inhibieron € crecimiento radical de las malezas en algo mas del 90%.

En cuanto al origen de los cultivares, los resultados indican que El Paso 144 (de tipo
indica) mostrd menor actividad alelopatica que Bluebonnet 50 (de tipo japonica tropical),
este ultimo fue e que degjé emerger la menor cantidad de raices de E. crus-galli, resultando
maés cortas y homogéneas. Tales resultados coinciden con las observaciones de Khanh et al.
(2007), donde determina que si bien los cultivares de tipo indica muestran cierta actividad
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inhibitoria frente a diversas malezas del arroz, no son los que presentan el mayor potencial
aelopético. También concuerdan con lo informado por Fujii y Shibuya (1992), quienes
sefidlaron que los cultivares tipo japonica tropical (y el arroz africano o Oryza glaberrima)
poseen un mayor potencia aelopatico que otros tipos japdnico o tipo indica. Resultados
semejantes obtuvieron Lee et al. (2004), quienes evaluaron la actividad alelopética sobre
capin ce 749 cultivares de arroz, clasificados en seis grupos (indica, japonica, hibridos,
mejorados, nativos y arroz maleza), estableciendo que los cultivares japonica tienen mayor
capacidad de supresion de malezas que los indicay los hibridos. Hay que destacar, ademés,
que el mayor potencial aelopético exhibido por e Bluebonnet 50, esta en linea con las
observaciones de Lee et a. (2004) quienes informaron que los cultivares de arroz de
maduracion tardia con pocas panojas (como es e caso del Bluebonnet 50) son més
alelopéticos que los cultivares de maduracién temprana con mayor nimero de panojas,
como es €l caso del Paso 144.



CAPITULO Il

FASE Il: IDENTI FICAQION DE
ALELOQUIMICOS



3.1. Aleloquimicos. Algunas técnicas para su analisis

Aunque la mayoria de los tejidos vegetaes contienen potenciales aeloquimicos (Khan et
al., 2007), solo los compuestos liberados por la planta al medio ambiente pueden gjercer un
efecto alelopético sobre otro organismo. Numerosos especialistas coinciden en sefialar que,
para los estudios alelopéticos de especies que se caracterizan por acumular aeloquimicos
en las raices, son biologicamente més significativas las determinaciones en los tejidos
radicales (Lee et a., 2008; Seal y Pratley, 2010), que las de otros tejidos de la planta. Sin
embargo, tales determinaciones son mas dificiles de redizar ya que los compuestos
responsables se encuentran en cantidades muy pequefias y dentro de matrices complejas
(Rimando et a., 2001). De dli que, hasta e momento, se registren relativamente menos
estudios enfocados en el andisis de los tejidos radicales.

En rasgos generdes € andisis quimico de una muestra de materia vegeta
transcurre a través de distintas etapas, las cuales involucran en un principio los cuidados
correspondientes a la eleccion adecuada de los especimenes a estudiar, su
acondicionamiento y preservacion, para llegar finalmente a los procesos de separacion y
caracterizacion de las estructuras quimicas de los aeloquimicos. La separacion de
productos naturales requiere, en genera, la utilizacion de agun tipo de técnica
cromatogréfica, aunque no siempre es necesario €l aidamiento de los compuestos puros
para su identificacion. Ciertos derivados de hidrocarburos, terpenos'y compuestos fendlicos
pueden identificarse utilizando técnicas cromatogréficas de alta resolucion, seguidas de la
comparacion con sustancias conocidas (en algunos casos patrones comerciaes, y en otros
sustancias previamente descritas en la literatura), sin la necesidad de purificar y/o aidar €
componente individual. A través de estas técnicas cromatogréficas es posible determinar
ademas su concentracion. Su evolucién en cuanto a mayor slectividad y sensibilidad ha
permitido € andlisis de pequefias cantidades de mezclas complegjas de compuestos (Durant
et a., 2002) destacandose la cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) y la
cromatografia de gas-liquido o cromatografia gaseosa (CG). Esta Ultima posibilita €l
estudio de compuestos no polares y volailes o de metabolitos secundarios polares
derivatizados, para aumentar su volatilidad. Cuando el cromatégrafo gaseoso se acoplaaun
espectrometro de masa, € bombardeo de electrones sobre estos metabolitos produce
rupturas caracteristicas de sus estructuras quimicas, dando lugar a diferentes fragmentos
iénicos los cuales son informados a través una representacion grafica, €l espectro de masa.
Por ende, este ultimo brinda informacion detallada de las caracteristicas estructuraes e
identidad de una sustancia, comportandose como una verdadera huella digital.

En un espectro de masa (EM) se observan lineas verticdes como sefidles
correspondientes a los fragmentos ionicos positivos en los que puede fragmentarse una
sustancia en condiciones predeterminadas. La altura de cada linea indica la abundancia
relativa de ese pico (fragmento iénico). Tanto la relacion masalcarga (m/2) de cada
fragmento como la abundancia relativa de los mismos determinan e espectro de masa,
donde puede observarse en ocasiones el i6n M™ correspondiente al peso molecular.

La cromatografia liquida de alta resolucion de fase reversa es actuamente la més
empleada en e andlisis de metabolitos secundarios polares. Las diferentes afinidades de
estos compuestos por las fases estacionarias modificadas (Cs, Cis, Go) y por las fases
moviles (mezclas binarias 0 ternarias de solventes como agua, metanol, acetonitrilo)
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permiten la resolucion de las muestras. En los Ultimos afios € lograron interfases que
permitieron acoplar el cromatografo liquido de alta resolucion a espectrometro de masa
(CLAR-EM) dando lugar a una de las herramientas de mayor importancia en € estudio de
los productos naturales (Haig, 2001; Ferrer Roser, 2004). Se obtienen espectros de masa
con menor numero de fragmentaciones, dado que la energia utilizada para la ionizacién del
compuesto es menor, y frecuentemente & i6n molecular M* esta presente.

Para |la caracterizacion de las estructuras quimicas se utilizan también otros métodos
espectroscopicos como la Espectroscopia infrarroja (IR), ultravioleta (UV), y la de
resonancia magnética nuclear (RMN-H y RMN-*C, mono y bidimensional). La estructura
de sustancias cristalinas puede ser determinada por cristalografia de rayos X (Canals,
2008).

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear es ampliamente utilizada en la
elucidacion estructural de moléculas complejas. Las técnicas monodimensionales RMN-H
y RMN-23C proveen informacion de los desplazamientos quimicos de los diferentes tipos
de protones y &omos de carbono presentes en la molécula. Las técnicas bidimensionales
homonucleares (COSY, TOCSY, NOESY) y heteronucleares (HMBC, HMQC)
contribuyen a la caracterizacion inequivoca de estructuras novedosas (Canals, 2008).

3.2. Aleloquimicos en arroz

La busqueda de aleloquimicos en arroz ha generado estudios de los diferentes 6rganos de la
planta. Los primeros trabajos se efectuaron sobre los rastrojos frescos y en descomposicion,
luego sobre tallos y hojas, para, finamente concentrarse en la raiz y sus exudados y
céscaras ddl grano.

Los aeloquimicos en rastrojos de arroz (fresco 0 en descomposicion) se
comenzaron a estudiar en la década del 70. Kuwatsuka y Shindo (1973) identificaron
diversos acidos fenodicos y esteroides en rastrojos frescos de la variedad japonica
Sachikaze, mientras que Chou y Lin (1976) solo aidaron é&cidos fendlicos libres en los
primeros estadios de descomposicion de rastrojos de variedades indicas. Una de las
contribuciones més recientes en este contexto ha sido la realizada por Kong et a. (2006),
guienes analizaron rastrojos de dos variedades de arroces al el opaticos (PI312777 y Huagan
1) y una variedad no alelopatica (Hugjingxian). Observaron que los cultivares alelopaticos
liberaban 3-isopropil-5-acetoxiciclohex-2-en-1-ona y 5,7,4-trihidroxi-3,5-dimetoxiflavona
(tricind) (Figura 12) a niveles toxicos. Estas sustancias no fueron detectadas en €l arroz no
alelopatico. Los rastrojos de las tres variedades liberaron compuestos fendlicos
relacionados a la descomposicién de ligninas, capaces de inhibir alos plantios sucesivos.
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Cuadro 6. Aleloguimicos identificados en rastrojos de arroz, frescos y en descomposicion

Clasificacion quimica  Componente identificado Referencia seleccionada

Acidos Fenadlicos Acido benzoico Kuwatsuka'y Shindo (1973)
Acido cafeicc Kuwatsuka 'y Shindo (1973)
Acido p-cumaricc Chouy Lin (1976)
Acido gentisico Kuwatsuka 'y Shindo (1973)
Acido protocatéquico Kuwatsukay Shindo (1973)
Acido salicilico Kuwatsukay Shindo (1973)
Chouy Lin (1976)
Acido sindpico Kuwatsukay Shindo (1973)
Acido siringico Kuwatsukay Shindo (1973)
Chouy Lin (1976)
Acido ferdlico Chouy Lin (1976)
Acido mandélico Chouy Lin (1976)
Acido vanilico Chouy Lin (1976)
Esteroides Acido [3-resorcilico Kuwatsuka 'y Shindo (1973)
Otros Congtituyentes  3-isopropil-5- Kong d a. (2006)

acetoxiciclohex-2-en-1-ona
5,7 A-trihidroxi- 3,5
dimetoxiflavona

Tricina O o Glucoésido de [Z-sitosterol

08
000 000OT
T
N @]
Acido ferulico
I0 OO I0
oxT oT oo,
Acido protocatéquico Acido vainilico

Figura 12. Estructuras de algunos aleloguimicos identificados en rastrojos de arroz frescos
y yaen proceso de descomposicion.

Durante ese periodo también se redlizaron ensayos tendientes a identificar los
aleloquimicos en talos y hojas de arroz. El primer estudio en esta direccion fue realizado
por Kato y colaboradores (1973) quienes identificaron derivados diterpénicos. En tanto que
Chou y colaboradores en distintas oportunidades (1979; 1991) determinaron la presencia de
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acidos fendlicos libres y derivados fendlicos en estas partes de la planta de arroz. Mas
recientemente, Kato-Noguchi e Ino (2003) realizaron un ensayo en hidroponia con 5000
semillas del cultivar japonico Koshihikari por un lapso de 14 dias, luego de los cuales
analizaron la solucion. Aidaron un derivado diterpénico (momilactona B), que
consideraron uno de los principales causantes del efecto inhibitorio de las plantulas de este
cultivar, y realizaron la elucidacion estructural del compuesto mediante e uso de técnicas
de de espectrometria de masa 'y espectroscopia de resonancia magnética nuclear.

Cuadro 7. Alelogumicos identificados en hojas y tallos de arroz
Clasificacion quimica  Componente identificado ~ Referencia seleccionada

Dervados Diterpenicos  Momilacionas Ay B Kaio et d. (1973)
Kato Noguchi e Ino
(2003; 2005)
Acidos Fendlicos Acido ferdlico Chou et d. (1991)
Acido rr-cumérico Chou et d. (1991)
Acido o-cumérico Chou et d. (1991)
Acido p-cumérico Chou y Chiou (1979)
Acido gdlico Chou et d. (1991)
Acido p-hidroxibenzoico  Chou et d. (1991)
Acido protocatéquico Chou et a. (1991)

El mismo grupo de investigacion Kato-Noguchi e Ino, 2005) aislo y purifico
momilactona B, determinG su estructura quimica y observd que inhibia € crecimiento de
tallos y raices de malezas en concentraciones mayores a 3 nmol mL™? aumentando la
inhibicién proporcionalmente a su concentracién. Su concentracion en talos y raices
aumenta con e crecimiento de la planta hasta inicios de la floracion y luego comienza a
disminuir, por lo que determinaron que, en promedio, una planta de arroz libera a ambiente
cercade 100 pg de momilactona B durante todo su ciclo de vida. Su capacidad de inhibir €l
crecimiento de las malezas y la presencia de ésta en las plantas de arroz, sugiere que puede
tener un destacado rol alelopatico. Simultdneamente, Kong et al. (2006), probaron que los
aleloquimicos involucrados en la actividad aelopética del arroz son diferentes, segun se
trate de plantas vivas 0 muertas. En sus ensayos, encontraron ademés que las
concentraciones de aeloquimicos liberados por las plantulas de arroz al suelo, aumentaron
drésticamente cuando estaban rodeados de E. crus-galli. Concluyeron que las plantas vivas
de ciertas variedades a elopéticas parecen ser capaces de detectar 1a presencia de vecinos de
otras especies y responder aumentando la produccion de aleloquimicos.

Momilactona B Momilactona A Acido siringico  Ac. p-hidroxibenzoico

Figura 13. Compuestos diterpénicos y fendlicos aislados de hojas y tallos de arroz
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Uno de los primeros estudios sobre los aleloguimicos en exudados radicales de
arroz fue redlizado por Sogiima et al. (1992), quienes verificaron la presencia de
citoquininas libres y zeatina. Durante los afios 2000 se multiplicaron estos estudios,
destacandose los redlizados por Rimando et a. (2001), Kato-Noguchi e Ino (2003), Kong
et a. (2004), Seal y Pratley (2010) quienes determinaron acidos fendlicos, momilactonas A
y B ademés de derivados inddlicos, presentes en los exudados radicales de variedades de
arroz con caracteristicas alelopéticas.

Rimando y sus colaboradores (2001) extrajeron raices de Taichung Native 1,
cultivar alelopético que crecid en hidroponia y fraccionaron € extracto. Los compuestos
identificados fueron écido azélico, &cido p-cumarico, 1H-indol3-carboxadehido, &cido
1H-indol- 3-carboxilico, &cido 1H-indol5-carboxilico y e bis(2-etilhexil) éster del &cido
1,2-benzendicarboxilico. Observaron también gque a concentraciones mayores a 3 M, el
&cido p-cumarico muestra actividad alel opatica contra E. crus-galli.

He et a. (2005) prepararon exudados radicales de dos cultivares de arroz (un
aelopético, € PI1312777 y otro no aeopatico, Lemont), e identificaron los compuestos
presentes. Detectaron 36 compuestos en PI312777 y 93 en Lemont, correspondiendo los
mismos a terpenoides, derivados fendlicos, quinonas, aldehidos o cetonas, compuestos
heterociclicos, alcoholes y ésteres, observando diferencias cuali-cuantitativas entre los dos
cultivares de arroz. El potencial alelopético es producto de la interaccion entre los
compuestos, resultando en efectos sinérgicos o antagonicos entre ellos. Trabajos de Chung
et a. (2006) y Seal (2004ay 2004b) confirmaron la presencia de écido abiético, acido 4
fenilbutirico y etilenbenzal dehido.

Cuadro 8. Aleloquimicos identificados en laraiz de arroz y en sus exudados

Clasificacion quimica  Componente identificado Referencia

Citoquininas Citoquininas Sogimaet a. (1992)
Indoles Acido azdlaico Rimando et a. (2001)
1H-indol-3-carboxal dehido Rimando et al. (2001)
Acido 1H-indol-3-carboxilico
Acido 1H-indol-5-carboxilico
Derivados MomilactonaA 'y B Kato-Noguchi e Ino
diterpénicos (2003, 2005)

Chung et a. (2006)
Kong et d. (2006)

Acidos fendlicos Acido cafeicc Sedl et d. (2004a
Acido p-cumarico Sedl et a. (20049)
Inderjit et a. (2002)
Acido p-hidroxibenzoico Sed et a. (20049)
Inderjit et a. (2002)
Acido sdicilico Sedl et d. (20049)
Acido vanilico Sedl et a. (20049)
Acido siringico Sedl et a. (20049)

Esteroides

2-(1,1-dimetiletil)-4-metil- fenal,
2,4-bis(1,1- dimetiletil)- fenol,
Peroxido de ergosterol y 7-ceto-
estigmasterol

Heet al. (2005)
Heet al. (2005)

M acias et a. (2006)
Song et a. (2004)



Otros condtituyentes bis (Z-etilhexil) éster del acido Rimando et al. (2001)
1,2- bencendicarboxilico
2-Methyl-1,4-bencenodiol Kimy Kim (2000)
3-1sopropil-5-acetoxiciclohexer-
2-ona Kong et d. (2004)
4- eilenbenzaldehido Mattice et a (1998)

Acido Z- y 4-Hidroxifenilacético Sedl et d. (2004b)
Acido E-Hidroxiindo} 3-acético Sedl et d. (2004b)
Acido 4-fenilbutirico Sed et a. (2004b)
Acido Abiético Sedl et d. (20043)
Lanast-7,9(11)-dien3a,15a-diol- Chung et d. (2006)
3a-glucofuranésido

Resorcinoles Bouillant et al. (1994)

TO00
T ' T

Ac. abiético Ac.1H-indol-5-carboxilico Ac.1H-indol-3-carboxilico Ac. 4-fenilbutirico

A oS

Resorcinol 7-ceto-estigmasterol

[®o]®)

Figura 14. Compuestos diterpenicos y derivados indolicos identificados en exudados de
raiz y raices de arroz.

Las fitoalexinas son aleloquimicos de bajo peso molecular que se acumulan en las
plantas luego de su exposicion a los microorganismos. En arroz se han aidado e
identificado 14 diterpenoides. Los fitocasanos A-E, las oryzalexinas A-F, las oryzalexinas S
y las momilactonas A y B son biosintetizados a partir de la ruta del geranil- geranil-difosfato
(GGDP) via ent-cassa-12,15 dieno, ent-sandaracopimaradiene, stemar-13-en y 93-pimara-
7,15-dieno (Figura 15). La conversion del GGDP en los hidrocarburos ciclicos esta
catalizada por diferentes ciclasas. Toyomasu et a. (2008) identificaron seis genes que
codifican las ciclasas responsables de la biosintesis de las fitoalexinas tarto en arroces
japoénica como indica (Prisic et a., 2004; Wilderman et al., 2004). LaFigura 15 muestrala
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forma en la que las dos ciclasas (ent- y syn-) dan lugar la los cuatro tipos de fitoaexinas
diterpénicas presentes en arroz.

Oryzalexinas A-F

Fitocasanos A -E

MomilactonasA y B

OryzaexinaS

Figura 15. Biosintesis de las fitoalexinas de Arroz (adaptado de Toyomasu et al., 2008)

En la Figura 16 se presenta la estructura de los fitocasanos A- E identificados en las
raices de arroces tanto indica como japonica (Otomo et a., 2004).

Fitocasano B
Fitocasano A

Fitocasano C Fitocasano D

Fitocasano E

Figura 16. Estructuras quimicas de los Fitocasanos A-E
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Chung y su equipo (2005 y 2006) estudiaron la cascara del arroz como probable
liberadora de compuestos aelopaticos, e informaron la presencia de derivados di y
triterpenoidales junto a otros derivados fendlicos. Smultaneamente, Kim y colaboradores
(2007) identificaron momilactona B en las cascaras de arroz como uno de los compuestos
activos evaluando su actividad citotéxica. Recientemente, Butsat y colaboradores (2009),
detectaron &cidos fendlicos en la cascara del grano de arroz durante todo el ciclo de vida,
los niveles fueron incrementando desde emergencia hasta floracion y luego disminuyeron
hasta alcanzar su nivel mas bgjo en madurez.

Cuadro 9. Aleloquimicos identificados en la cascara del grano de arroz.

Clasificacion quimica  Componente identificado Referencia

Derivados diterpénicos Momilactonas A y B Chung et al. (2005)
Kim et d. (2007)

Esteroides Estigmastanoles (313-p- Chung et a. (2006)

gliceroxidihidrocoumarato
y -33-p-butanoxidihidrocoumarato)

Acidos fendlicos Acidofertlico Butsat et a. (2009)
Acido p-cumérico
Acido gélico

Otros constituyentes Lanost-7,9(11)-dien3a,15a-diol-3a-D- Chung et a. (2006)
glucofuranosido

oT
Glucofuranésido del lanostar-7,9(11)-dien3a,15a-diol

Figura 17. Derivado triterpenoidal identificado en cascaras de arroz

Jung et a. (2006) cuantificaron momilactona A y B en la cascara de 99 cultivares
de arroz. Entre ellos, se identificO momilactona A en 66 cultivares y momilactona B en 58
cultivares. La minima proporcién en la que estos compuestos estan presentes en todos ellos
hacen que € mango de las enormes cantidades de cascara de arroz necesarias para €l
control de malezas resulte poco viable (Kim y Shim, 1998). Kato-Noguchi e Ino (2005),
informaron que € efecto inhibidor de momilactona B fue mucho mayor que la de
momilactona A. Jung et a. (2006) indicaron que la diferencia en e efecto inhibidor podia
explicarse en términos de las diferentes interacciones entre compuestos y/o de la diferente
sensibilidad de las plantas receptoras cuando crecen en condiciones de laboratorio respecto
de las que crecen a campo. Sin embargo, se necesitan més estudios para conocer €
mecanismo de accion de las momilactonas A y B en la aelopatia del arroz.



3.3. Objetivo

El objetivo de esta segunda fase del trabajo se orientd a determinar las diferencias quimicas
entre los extractos de raices de cultivares con y sin actividad inhibitoria de E. crus-galli.
Tales andlisis se efectuaron a través de técnicas cromatogréficas y espectroscopicas a
efectos de identificar los aleloguimicos presentes.

3.4. Hipétesis
Existen diferencias quimicas cualitativas y cuantitativas entre los extractos de raices de
cultivares con y sin actividad inhibitoria sobre E.crus-galli.

3.5. Instrumental, materialesy metodologias utilizadas
3.5.1. Obtencion de material vegetal
Los cultivares que demostraron mayor capacidad alelopética durante la Fase 1, Bluebonnet
50y El Paso 144, y €l carente de €ella, Supremo 13, se cultivaron seguiin la técnica descripta
por Rimando et a. (2001), a la que se le incorporé agunas modificaciones. El
procedimiento parala g ecucion de estatécnicaes € siguiente:
1. Las semillas arroz que han de utilizarse se lavan y esterilizan con solucién de
NaOCI (5%) por espacio de 30 minutos
2. Se enjuagan dos veces con agua destilada y se ponen a germinar en cgjas de
Petri arazon de 20 semillas por caja.
3. Una vez germinadas, las plantulas se pasan a solucién hidropénica donde
permanecen por 40 dias, hasta el momento de cosecha

Se efectuaron dos ensayos de puesta a punto de esta técnica, siguiendo cada uno de los
pasos indicados. Sin embargo, en ambas oportunidades, se observéd desarrollo algal a los
pocos dias de pasar las plantulas a la solucién hidroponica. Para superar este inconveniente,
se decidié emplear macetas comunes con tierra estéril y perlita Esta modificacion permitié
un mejor desarrollo de las plantulas las que crecieron en condiciones naturales (temperatura
ambiente y riego cada 48 horas), en lugar de hacerlo en solucion hidroponica. Después de
40 dias, cuando las plantas estaban en pleno macollgje, se cosecharon.

Los bioensayos se llevaron a cabo en un invernéculo de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Nacional de Ertre Rios. La Figura 18 presenta una
muestra de las macetas preparadas.

El Paso 144 ~ Bluebonnet 50 Supremo 13
Figura 18. Macetas preparadas con |os tres cultivares de arroz
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El estudio fitoquimico de los extractos se redizd por triplicado y € andisis
estadistico mediante ANOVA utilizando € programa InfoStat/P (Di Rienzo, 2010). Se
realiz6 prueba de Tukey (P<0,05) para determinar las diferencias entre mediasy un andlisis
multivariado de componentes principales (P<0,05) con e fin de visualizar mgjor las
diferencias quimicas entre los cultivares sometidos a andlisis fitoquimico.

3.5.1.1. Preparacion de las muestras

Una vez cosechadas, |as plantas se limpiaron a efectos de remover |os restos de sustrato y,
posteriormente, se secaron en una estufa a 40 °C con circulacion forzada de aire. De cada
cultivar se separaron las raices de las partes aéreas, que se molieron por separado y se
extrgjeron en forma secuencial, primero con ciclohexano y luego con metanol. Con ambos
solventes se realizaron tres maceraciones consecutivas a temperatura ambiente por espacio
de 24 horas. Los extractos fueron concentrados a presion reducida hasta obtener un residuo
sdlido o siruposo utilizando un evaporador rotatorio (Blichi) y pesados en balanza analitica
(Mettler) luego de haber sido secados en desecador al vacio hasta peso constante.

Considerando que muchos datos bibliogréficos sobre aleloquimicos de arroz se
relacionan con laraiz y sus exudados, y de acuerdo alo propuesto en el proyecto de trabajo

presentado oportunamente, se procedié a estudio fitoquimico de las raices de los tres
cultivares.

3.5.2. Procesos separ ativos

Los extractos fueron fraccionados utilizando diversas técnicas separativas, a saber:
cromatografia en capa delgada (silica gel), cromatografia de columna (CC), extraccion en
fase Sdlida (C-18), cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR), cromatografia gas-
liquido (CG). De cada extracto se pesaron 5 mg y disolvieron, en ciclohexano o metanol (1
ml), para su andisis mediante cromatografia en capa delgada utilizando las
correspondientes reacciones cromogénicas durante €l proceso de revelado. Para el andlisis
de derivados diterpénicos se utilizaron como fase mévil mezclas de ciclohexano:dioxano
(7:3) y cloroformo:etanol (8:2). Los resultados de cada corrida cromatogréfica se pusieron
en evidencia rociando una solucién de vainillina en sulfarico concentrado como revelador,
seguida de calentamiento a 110 °C. Para el andlisis de los derivados fendlicos se utilizaron
dos mezclas de solventes: acetato de etilo-metiletil cetona-&cido formico-agua en relaciones
5:3:1:1y 10:3:1:1. Como revelador se utilizo € reactivo de Gibbs y posterior exposicion a
vapores de amoniaco. A continuacion se describen los materiales empleados en cada una de
estas técnicas:

a) Cromatografiaen capa delgada
Se utilizaron las siguientes cromatoplacas
- Silicagel 60 F,s4 sobre hojas de aluminio (Merck), espesor: 0,2 mm, con indicador
de fluorescencia a longitud de onda 254 nm.
- Silicagel de fase reversa C;g sobre hojas de aluminio (Merck), espesor: 0,2 mm, con
indicador de fluorescencia a longitud de onda 254 nm.

L os agentes revel adores fueron:
- Solucion de vainillina 2% en HSO4 concentrado y posterior calentamiento en
estufaa 110 °C.
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- Solucién de 2,6-dicloroquinona-4-clorimida al 2% en cloroformo (Reactivo de
Gibbs), y posterior exposicion a vapores de amoniaco.

b) Cromatografia en columna
Las CC fue realizada en:
- columna de vidrio de long 15 cm x 1 cm d.i. utilizando Sephadex LH20 como fase
estacionariay metanol como solvente de elucion.
La masa de fase estacionaria se establecio en base a la cantidad de muestra a procesar.

c) Extraccién en fase solida (EFS)
Se utilizaron cartuchos de Silicagel C;s (SPE ODS-C18, Agilent Technologies) de 500 mg
(83 ml) y como solventes. HO, mezclas de MeOH-H,O con porcentges crecientes de
MeOH y finalmente MeOH.

d) Cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR)
Se utiliz6 un cromatografo de la serie 1100 Agilent Technologies, con una columna de fase
reversa ZORBAX Eclipse XDB-C18, Analitica4,6 x 150 mm, 5?m, (Agilent) utilizando un
detector UV-Visible con lecturas a 255y 270 nm.
Como fase mévil se utilizd6 un gradiente de solventes entre A y B. Solvente A =
(Acetonitrilo-AcOH 0,1%), solvente B (Agua AcOH 0,1%), incrementando el porcentgje de
A de 15 a 50% en € lapso de una hora. Se utilizaron solventes calidad para CLAR,
acetonitrilo (Sintorgan SA) y agua Milli-Q.

€) Cromatografia gaseosa (CG)

Las cromatografias gaseosas fueron redlizadas en un cromatografo 6890N  Agilent
Technologies (Agilent Technologies Inc., Wilmington, DE) con una detector de ionizacion
de llama (FID).

Se utiliz6 una columna capilar HP-624 (60m x 0.25mm x 1,4 ? m), helio como gas portador
y tetradecano como estdndar interno. Condiciones cromatogréficas. flujo 1.1 ml/min,
programa de temperatura: inicial 100 °C 5 minutos, luego desde 100 a 280 °C con una
rampa de 6 °C/min.

3.5.3. Méodos espectr oscopicos
a) Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los espectros de RMN-1H fueron realizados en cloroformo deuterado (CDCl) y metanol
deuterado (CD30OD) a 500 MHz, utilizando un espectrometro Bruker AM 500 (UMIMFOR-
FCEN-CONICET). Los desplazamientos quimicos (d) de las sefides observadas se
expresan en ppm respecto de la resonancia del tetrametilsilano (TMS) utilizado como
referencia interna (0,00 ppm) . Los espectros se procesaron utilizando un software estandar
deBruker.

b) Espectrometria de masa (EM)
Los espectros de masa de los aleloquimicos se obtuvieron acoplando a cromatografo
6890N Agilent Technologies (Agilent Technologies Inc., Wilmington, DE), a un detector
de masa MS 5973 (Agilent Technologies, Inc.). El espectro de masa fue obtenido a 70 eV,
realizando un escaneo de masa entre 40 y 560 u.m.a. La identificacion de los compuestos
no polares se realizd6 comparando los espectros de masa obtenidos con los de la base de
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datos del software del espectrometro (NIST Mass Spectral Database M S Serarchv.1.6d. 98.
L). Las asignaciones se confirmaron por comparacion con espectros de masa de esténdares
comerciaes y/o con los datos previamente descriptos en la literatura.

3.6. Andlisisdelosresultados

En e Cuadro 10 se observan los valores medios de las masas porcentuales de los extractos
Ciclohexano y Metanol correspondientes ala parte aéreay radicular.

Cuadro 10. Vaores medios de las masas de los extractos no polares (ciclohexano) y polar
(metanol) expresados como porcentgjes correspondiente al promedio de tres repeticiones
(?+DE)

Extractos Supremo 13 Bluebonnet 50  El Paso 144

Ciclohexano 0,22+0,03 (@) 0,15+0,02(b)  0,38+0,04 (c)

RalZ \etanol 1934027 (a) 2.87+044(b)  1,57+031 ()
Cidohexano ~ 020+003  0,30+0,02 0,27+0,03
A& M1 etanol 1507+1,02  14,80+111  1535+1,28

L etras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Resultan notorias las diferencias entre las cantidades porcentual es extractos de raiz de los
cultivares alelopaticos El Paso 144 y Bluebonnet 50, y no aelpatico Supremo 13. El Paso
144 superd € doble de la cantidad de extracto no polar (ciclohexano) producida por

Bluebonnet 50, y casi duplico la proveniente de Supremo 13. El mismo tipo de contraste se
observé en relacion a la cantidad porcentual de extracto metandlico para Bluebonnet 50,
que casi duplico la correspondiente a El Paso 144, siendo ademas significativamente mayor
gue la proveniente de Supremo 13.

3.6.1. Andlisis compar ativo de extractos no polares de raices

3.6.1.1. Resonancia magnética nuclear

El andlisis preliminar de los extractos no polares (ciclohexano) se realiz6 mediante
espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protones. Los espectros de RMN-H
mostraron sefiaes caracteristicas de hidrocarburos. A campos altos se observaron entre d
0,8 y 0,95 ppm tripletes solapados correspondientes a los metilos terminales de las cadenas
hidrocarbonadas. A d 1,27 ppm se observd un singulete ancho de grandes dimensiones
solapados a otras sefiales no resueltas, correspondientes a los grupos metilénicos de las
cadenas hidrocarbonadas. A d 2,05 ppm se obsend la presencia de un singulete ancho
caracteristico del metilo de metilcetonas cuyas resonancias oscilan entre los d 2,0 y 2,10
ppm segun e entorno quimico (Pretsch et a., 1989). Se observaron sefiales de bagja
intensidad a d 3,2-3,5 ppm, sugiriendo la presencia de protones unidos a carbonos
hidroxilados. A campos més bgjos, entre d 5,2 y 5,8 ppm, se observaron sefidles que
sugieren la presencia de protones ol efinicos.
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3.6.1.2. Cromatogr afia gaseosa
Los perfiles obtenidos por cromatografia gaseosa indican diferencias cuali y cuantitativas
entre los extractos no polares de raiz de los tres cultivares. La Figura 19 muestra los

cromatogramas de a) Bluebonnet 50 b) El Paso 144 y c¢) Supremo 13.
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Figura 19. Perfiles cromatograficos (CG) de los extractos de ciclohexano no polares de
raices de a) Bluebonnet 50 b) El Paso 144 y c¢) Supremol3. (1) Heptadecano; (2)
octadecanal; (3) octadecano; (4) nonadecano; (5) 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona; (6)
Hexadecanoato de metilo; (7) eicosano; (8) Ac. hexadecanoico; (9) Heneicosano; (10) &
heptil pentadecano; (11) docosano; (12) tricosano; (13) Compuestos oxigenados

En e Cuadro 11 se presentan los valores promedios, correspondientes a las tres
repeticiones, de las abundancias relativas de los compuestos presentes en los extractos en
ciclohexaro de los tres cultivares (expresadas como porcentgje).

Cuadro 11. Abundancias relativas (%) de los compuestos identificados en raices (X+DE)

Compuesto Supremo 13 El Paso 144 Bluebonnet 50
Heptadecano (1) 4,00£0,51(b) 2.28+0,29(a)
octadecana (2) - 5,27+0,43 -

octadecano (3) 7,06£0,71(a) 6,78+0,83 (a) 7,58+0,58(a)
nonadecano (4) 8,29+0,90(a) 9,72+0,79(a)  13,19+0,96(b)
6,10,14-trimetil-2- pentadecanona (5) - 7,59+0,71 -

Hexadecanoato de metilo (6) 2,35+0,18(a) - 26,01+0,97(b)
eicosano (7) 15,39+0,89(b) 9,87+0,54(a) 8,9610,77(a)
Ac. hexadecanoico (8) 8,83+0,44(a) 25,63+0,92(b)  6,24+0,79(a)
Heneicosano (9) 18,28+1,19(b) 9,31+1,02(a) 8,14+1,11(a)
8- heptil pentadecano (10) - 4,43+0,22 -

docosano (11) 17,94+0,94(b) 5,50+0,48(a)  14,00+0,79(b)
tricosano (12) 17,86t1,31(a) 15,80+1,09(a) 13,55+1,27(q)
Compuestos oxigenados 11,18+1,08(a) 38,49+2,05(b) 32,25+1,67(b)

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
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El cromatograma del extracto en ciclohexano de raiz de la variedad no alelopatica
Supremo (Figura 19c) muestra la presencia de hidrocarburos lineales como componentes
principales. Heneicosano (18,28%), docosano (17,94%), tricosano (17,86%) y eicosano
(15,39%) fueron identificados como compuestos mayoritarios. Se observa una baja
proporcion de dos derivados oxigenados, especificamente &cido hexadecanoico (palmitico)
y su éster metilico con abundancias relativas de 8,83 y 2,35%, respectivamente.

L os mismos compuestos fueron detectados en el correspondiente extracto de raiz de
Bluebomet 50 (Figura 19a) aungue en proporciones significativamente diferentes. Se
observd un notorio predominio del éster metilico del acido hexadecanoico (26,01%),
seguido en abundancia relativa por docosano (14,0%), tricosano (13,55%) y nonadecano
(13,19%). Otros hidrocarburos lineales como heptadecano, octadecano, eicosano, ademés
del &cido hexadecanoico, se presentaron en abundancias menores.

El extracto en ciclohexano de raiz de El Paso 144 (Figura 19b) presentd las mayores
diferencias en metabolitos respecto a los identificados en los otros dos cultivares. Resulta
notoria la presencia de cantidades significativamente mayores de compuestos oxigenados,
siendo el acido hexadecanoico € componente mayoritario con una abundancia relativa de
25,63%, seguido de tricosano (15,85%). Este extracto incluyd, a diferencia de los
provenientes de |os otros cultivares, dos compuestos oxigenados, un adehido (octadecanal)
y una cetona ramificada (6,10,14-trimetil-2-pentadecanona) con abundancias relativas de
527y 7,59%, respectivamente. Estos dos compuestos y €l hidrocarburo ramificado, &
heptil- pentadecano (4,43%) solo fueron detectados en el cultivar alelopético El Paso 144.

Dd andlisis del Cuadro 11 surge que los extractos no polares de ambos cultivares
alelopéticos presentan proporciones significativamente superiores de derivados oxigenados,
siendo El Paso 144 el representante extremo (38,59%), seguido por Bluebonnet 50 (32,34
%) comparados con el no alelopatico Supremo 13 que presentd una abundancia relativa
baja (11,18%) de dichos componentes. A continuacion (Figuras 20-31) se muestran los
espectros de masa de los compuestos identificados por comparacion con los
correspondientes a patrones comerciales y/o con datos bibliograficos, acompafiados de su
formulay peso molecular.
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Abundancias relativas de los iones fragmentarios més representativos (mvz): 43 (86), 57 (100),
71 (82), 85 (70), 99 (16), 113 (12), 127 (10), 141 (11), 155 (10), 211 (5), 240 (6).

Figura 20. Peso molecular, férmula molecular y espectro de masa del heptadecano
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Abundancias relativas de |os iones fragmentarios mas representativos (nvz): 43 (90), 57 (40),
67 (60), 82 (100), 95 (63), 135 (22), 161 (18), 182 (16), 239 (6), 268 (8).

Figura 21. Peso molecular, férmula molecular y espectro de masa del octadecanal
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Figura 22. Peso molecular, formula molecular y espectro de masa del octadecano
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Abundancias relativas de |os iones fragmentarios més representativos (mv/z) : 43 (78), 57
(100), 71 (80), 85 (56), 99 (21), 113 (17), 127 (112), 141 (11), 155 (5), 183 (4), 197 (2), 268
(5).

Figura 23. Peso molecular, férmula molecular y espectro de masa del nonadecano
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(6,10,14- trimetil)-2- pentadecanona (5) W
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Abundancias relativas de los iones fragmentarios més representativos (m/z): 43 (100), 58
(76), 71 (31), 85 (27), 99 (10), 109 (27), 124 (21), 179 (9), 225 (7), 250 (12), 268 (5).

Figura 24. Peso molecular, férmula molecular y espectro de masa &l (6,10,14- trimetil)-2-
pentadecanona
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Abundancias relativas de los iones fragmentarios més representativos (nvz): 43 (43), 55
(49), 71 (100), 87 (86), 97 (21), 129 (19), 143 (40), 171 (17), 185 (17), 211 (17), 239 (17),
270 (20).

Figura 25. Peso molecular, férmula molecular y espectro de masa del hexadecanoato de
metilo
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Abundancias relativas de los iones fragmentarios (nV2): 43 (76), 57 (100), 71 (81), 85
(58), 99 (21), 113 (17), 127 (11), 141 (10), 155 (7), 197 (5), 262 (3), 282 (4).

Figura 26. Peso molecular, formula molecular y espectro de masa del el cosano
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Abundancias relativas de |os iones fragmentarios més representativos (nv2): 43 (48), 60
(62), 73 (100), 83 (49), 97 (31), 115 (11), 129 (79), 157 (43), 157 (42), 185 (28), 213
(51), 256 (63).

Figura 27. Peso molecular, férmula molecular y espectro de masa del acido hexadecanoico
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Abundancias relativas de los iones fragmentarios (mv2): 43 (71), 57 (100), 71 (81), 85
(58), 99 (20), 113 (16), 127 (12), 141 (9), 155 (7), 183 (4), 196 (3), 211 (6), 296 (8).

Figura 28. Peso molecular, formula molecular y espectro de masa del heneicosano
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Abundancias relativas de los iones fragmentarios més representativos (nvz): 43 (59), 57
(100), 71 (67), 85 (60), 99 (22), 113 (18), 127 (13), 141 (11), 169 (7), 193 (11), 210 (30),
310 (9).

Figura 29. Peso molecular, férmula molecular y espectro de masa del 8- heptil-pentadecano
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Abundancias relaivas de los iones fragmentarios més representativos (nv2): 43 (67), 57
(100), 71 (73), 85 (61), 99 (17), 113 (15), 127 (9), 155 (5), 183 (5), 197 (4), 211 (4), 281
(4), 310 (4).

Figura 30. Peso molecular, formula molecular y espectro de masa del docosano
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71(81), 85 (63), 99 (21), 113 (14), 127 (17), 141 (7), 155 (7), 197 (6), 267 (5), 281 (7), 324

(6)

Figura 31. Peso molecular, férmula molecular y espectro de masa del tricosano
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En las figuras anteriores pueden observarse las rupturas tipicas de los hidrocarburos
lineadles en los espectros de masa de los compuestos heptadecano (1) octadecano (3)
nonadecano (4), eicosano (7), heneicosano (9), docosanono (11), y tricosano (12). El
espectro de masa del compuesto 6,10,14-trimetil- 2- pentadecanona (5) muestra mediante el
i6n m/z 225 la pérdida del 43 u.m.a. correspondiente al fragmento CHs-CO]". El espectro
de masa del 8 heptil-pentadecano (10) muestra una abundancia relativa elevada para €l i6n
fragmentario de m/z 210 u.m.a. debido a la ruptura favorecida en € punto de ramificacion
de la estructura con pérdida de 99 u.m.a. El espectro de masa del hexadecanoato de metilo
(6) mostro los iones fragmentarios a m/z 211 y 239 correspondientes a las pérdidas de
CH30]" (31 um.a) y COOCHg]" (59 u.m.a), ambas caracteristicas de los espectros de
masa de ésteres metilicos.

Se redliz6 e andisis de componentes principales (Di Rienzo, 2010), con € fin de
encontrar posibles relaciones entre la composicidn quimicay la capacidad inhibitoria frente
aE. cruss-galli. El andlisis de componentes principales de los extractos no polares mostro
que con los dos primeros componentes es posible explicar e 99% de la variabilidad total
entre los tres cultivares. EI Componente 1, que explicd e 70 % de la variabilidad, permite
diferenciar a los tres cultivares entre si, siendo los compuestos hexadecanoato de metilo
(6), &cido hexadecanoico (8), y en menor medida docosano (11) y 6,10,14-trimetil-2-
pentadecanona (5), |os mayores responsabl es de esas diferencias.
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] Cultivares A: Supremo 13 B: Bluebonnet 50 C: El Paso 144
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A Compuestos oxigenados A Compuestos no oxigenados

Figura 32. Andisis de componentes principales aplicado a promedio de la abundancia
relativa de las tres repeticiones en |os compuestos no polares en raiz de arroz
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Estos resultados corroboran los datos presentados en el Cuadro 11, mostrando que el
hexadecanoato de metilo (6), que no fue detectado en H Paso 144, es el componente
mayoritario del cultivar Bluebonnet 50 (B). En cambio es € acido hexadecanoico (8) €l
componente principal del extracto no polar de raiz de El Paso 144, cultivar que se
caracteriza ademas por ser €l Unico en incluir otros dos derivados oxigenados, la cetona
6,10,14-trimetil- 2-pentadecanona (5) y e adehido octadecana (2). Resulta llamativo €
predominio en los cultivares aelopaticos de dos componentes oxigenados, é&cido
hexadecanoico y hexadecanoato de metilo, que se caracterizan por estar estrechamente
relacionados desde el punto de vista biosintético.

El Componente 2, que explica € 29% de la variabilidad total y permite diferenciar
claramente los dos cultivares aelopaticos del que no |o es, separando con valores positivos
a hidrocarburos lineales de cadena larga como & heneicosano (9), € docosano (11) y €
eicosano (7), asociados a Supremo 13 (A), de los compuestos oxigenados como €l
hexadecanoato de metilo (6), € &cido hexadecanoico (8) y la 6,10,14-trimetil-2-
pentadecanona (5), que presentan los mayores valores negativos y estan asociados a los
cultivares aelopéticos Bluebonnet 50 (B) y El Paso 144 (C). Estos resultados sugieren que
el caracter alelopatico de los cultivares B y C podria estar asociado en parte a la presencia
de derivados hidrocarbonados oxigenados.

3.6.2. Andlisis de los extractos polares

Previo a andlisis por CLAR los extractos fueron purificados mediante extraccion en fase
sdlida utilizando cartuchos SPE ODS-C;3. Se realizaron eluciones con agua destilada (3 x 3
ml) y luego con soluciones de metanol a 20% (3 x 3 ml). De esta manera azucares y
aminoécidos fueron eliminados del extracto para evitar su interferencia en e andlisis. La
muestra fue finalmente eluida de la fase estacionaria con metanol (4 x 3 ml), las aicuotas
Se juntaron y evaporaron a presion reducida hasta un volumen final de 1 ml. Cada extracto
metanolico de raiz (5 ul) se analizé por CLAR de fase reversa 'y compararon los perfiles
cromatogréaficos.
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Figura 33. Perfiles cromatograficos de CLAR de los extractos metandlicos de raiz de a)
Bluebonnet 50 b) El Paso 144 y c¢) Supremo 13.

Para una meor comparacion de los cromatogramas de los tres cultivares se

analizaron por separado dos segmentos, correspondientes a sefidles hasta 10 minutos y
sefiales entre 10 y 35 minutos, respectivamente.

a)
MWD1 C, Sig=270,10 Ref=400,80 (2009\AHUGO001.D)
Norm. Ac. p-cumarico
5 ]
@ ,ﬁ Ac. sirinaica
4

3 . Glucoésido de quercetina
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MWD1 C, Sig=270,10 Ref=400,80 (2009\AHUGO002.D)

MWD1 C, Sig=270,10 Ref=400,80 (2009\AHUGO003.D)
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Figura 34. Cromatograma de CLAR (bajos tiempos de retencion) de los extractos
metandlicos de raiz de a) Bluebonnet 50 b) El Paso 144 y ¢) Supreno 13.

A bajos tiempos de retencién (entre 2 y 10 minutos) se detecto, la presencia de derivados
fendlicos, siendo los acidos caféico, vanilico, siringico, p-cumaérico, fertlico y clorogénico,
los componentes cuyas abundancias relativas variaron significativamente entre cultivares
(Cuadro 12, Figuras 34 @), b), c)) ademas del glucésido de quercetina, cuya abundancia
relativa no presentd diferencias significativas entre los mismos. El extracto de Bluebonnet
50 presento en el caso de muchos compuestos valores que duplican los encontrados en los
correspondientes extractos de Supremo 13y El Paso 144 (Figura 34 a), b), c)). AUn cuando
las proporciones de los &cidos clorogénico y ferdlico fueron mas bajas que las de otros
derivados de los &cidos benzoico y cinndmico en los tres extractos, € correspondiente a
Bluebonnet 50 presentd concentraciones casi tres veces superiores que las encontradas en
los otros dos. Las cantidades de cada compuesto, expresadas en ? g, se calcularon en base
al area de cada pico extrapolando la concentraciéon de la curva de calibraciéon obtenida a
partir de soluciones (10 a 250 ? g.mL™) de patrones comerciales.

Cuadro 12. Valor medio, de tres repeticiones, de la masa de écidos fendlicos (? g.g * de
raiz seca) (X+DE)

Acido fendlico Clorogénico  Cafeico Vanilico Sringico  p-cuméico  Ferdlico

(13) (14) (15 (16) (17) (18
Bluebonnet 50 27,1#1  99,2+1,1 112,0+2C 127+x15 126,018 382+0,7
El Paso 144 9,0+02  721#1 69,013 780+£12 901+2,1 11,0402

Supremo 13 11,1+0,2 66,2+1,1 71,1+1,1 7/3,0£1,0 58,0+1,0 11,0+0,3
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El andlisis de componentes principales aplicado a los acidos fendlicos separ6 claramente €
cultivar alelopético Bluebonnet 50 de |os otros dos.

101,01

59,88

o 18,75
o y
B e C
o
-22,39 A
-63,524¢ ¥ v y ]
-46,81 -17,25 12,31 41,87 71,43

CP1

@® Cultivares A: Supremo 13 B: Bluebonnet 50  C: El Paso 144
13: &c. clorogénico, 14: &ac. cafeico, 15: ac. vinilico, 16: &c. siringico, 17: &c. p-cumarico, 18: &c. fertlico
Figura 35. Andlisis de Componentes Principales aplicado alos valores medios de los acidos
fendlicos identificados de raices secas de los cultivares A, B y C.

El andlisis de componentes principales de los derivados fendlicos de los extractos
polares mostré que con los dos primeros componentes es posible explicar € 100% de la
variabilidad entre cultivares, separando a Supremo 13 (A) y El Paso 144 (C) de Bluebonnet
50 (B). EI Componente 1, que explicd € 96% de la variabilidad, permite diferenciar a
Bluebonnet 50 siendo los compuestos més asociados a estas diferencias los écidos p-
cumarico (17), siringico (16) y vanilico (15), que presentaron los mayores vaores
positivos. Estos resultados confirman la presencia de abundancias relativas
significativamente mayores de derivados de los &cidos cinamico y benzoico en Bluebonnet
50 (Cuadro 12), cultivar que produjo ademas una cantidad relativa de extracto metandlico
que duplicé la producida por de los otros cultivares (Cuadro 10). El Componente 2 explica
el 4% de la variabilidad y se encuentra asociado principalmente a acido p-cumarico (17)
(Figura 35).
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Figura 36. Derivados fendlicos identificados en los extractos metandlicos de raiz de los
cultivaresA, By C.

A tiempos de retencion superiores se observaron las mayores diferencias entre los
tres extractos, mostrando los cultivares alelopéaticos un nimero apreciablemente mayor de
picos

.a)

MWD1 C, Sig=270,10 Ref=400,80 (2009\AHUGO001.D)
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MWD1 C, Sig=270,10 Ref=400,80 (2009\AHUGO003.D)
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Figura 37. Cromatograma de CLAR (mayores tiempos de retencion) de los extractos
metandlicos de raiz de @) Bluebonnet 50 b) El Paso 144 y ¢) Supremo 13.

Al andlizar los datos de grupos de investigacion que han trabajado previamente en
relacion a aleloquimicos de arroz en otros paises, hemos mencionado datos bibliogréaficos
sobre €l rol de derivados di y triterpenoidales en la actividad alelopatica de |os cultivares de
arroz mas activos. Se trata de derivados menos polares que han sido previamente aislados
de la sub-fraccion menos polar del extracto metandlico (Rimando et al., 2001), y cuyos
tiempos de retencion estarian en la zona por encima de los 10 minutos en las condiciones
utilizadas para larealizacio n delos CLAR. Result6 notoria la coincidencia de sefiales entre
los cultivares alelopaticos a comparar las zonas de atos tiempos de retencion, que
presentaron, sin embargo diferencias significativas en su abundanciarelativa.

Con € fin de separar este tipo de compuestos del extracto metandlico de las raices
de arroz de los tres cultivares en estudio, se reaizo una extraccion liquido-liquido con
acetato de etilo. Cada extracto (60 mg) en agua (15 ml) fue particionado con acetato de
etilo (3 x 10 ml). Los extractos se secaron con N&SO, anhidro, evaporaron a sequedad a
presion reducida y secaron en desecador hasta peso constante, obteniéndose asi las sub-
fracciones en acetato de etilo de los extractos metandlicos de los tres cultivares (Supremo
13 = 3,1 mg, Bluebonnet 50 = 5,6 mg y El Paso 144 = 8,1 mg). El andlisis por CCD de las
mismas mostré diferencias cualitativas entre los cultivares alelopéticos y € no aelopético.
Los cromatogramas correspondientes a los dos primeros mostraban una secuencia de
manchas relativamente intensas por revelado con vainillina, que caracterizan la presencia
de derivados de tipo terpenoidal y/o esteroidal, pocas manchas de este tipo resultaron
apenas detectables en la correspondiente sub-fraccion de Supremo 13.

La bga masa de las sub-fracciones en acetato de etilo impidié la posterior
purificacion y aidamiento de los aeloquimicos de cada cultivar por separado. Cada una de
ellas fue sometida a un andisis preliminar mediante espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN-1H).

Los espectros de RMN-'H realizados en CD;OD a 500 MHz mostraron sefiales
poco definidas debido a la complgidad del extracto. Sin embargo pudo observarse a

campos altos, (d 0,8 — 1,4 ppm) sefiales correspondientes a los grupos metilos (singuletes y
dobletes) solapados que podrian pertenecer a los esgueletos esteroidales y/o
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diterpenoidales. Entre d 14 y 25 ppm se observaron sefiales poco definidas
correspondientes a los hidrégenos metilénicos. Entre d 3,1y 4,0 ppm se observaron sefiales
que podrian corresponder a protones unidos a carbonos hidroxilados, relacionados con la
presencia de estructuras diterpénicas o glicésidicas. A campos bgos (d 5,0 — 6,0 ppm) se
observaron sefidles de enlaces olefinicos. El conjunto de sefidles permitiria suponer la
existencia de derivados diterpénicos biosinteticamente relacionados como fitocasanos,
oryzalexinas y/o momilactonas, previamente identificadas en cultivares aelopaticos de
arroz (Serido et a., 1986; Koga et al., 1995).

Con d fin de tratar de identificar los componentes mayoritarios de este tipo, cuya
abundancia relativa se habia evidenciado por CCD como notoriamente superior en los
cultivares aelopaticos, se avanzd en € proceso de separativo de las sub-fracciones en
acetato de etilo de los mismos (El Paso 144 y Bluebonnet 50). La baja masa disponible de
las mismas, las minimas concentraciones en que los metabolitos estan presentes en ellas y
la imposibilidad de acceder a patrones comerciaes de fitoalexinas de arroz, determind la
decision de juntarlas con € fin de contar con masa suficiente para confirmar la presencia de
este tipo de compuestos en las mismas. Se partio de un total de 13,7 mg de sub-fraccion
acetato de etilo (El Paso 144 + Bluebonnet 50).

En esta etapa de purificacion se empled una columna de Sephadex LH-20 utilizando
metanol como solvente de elucion. La muestra se sembré disueltaen 0,4 ml de metanol y se
gjusto la velocidad de flujo de la fase mévil a 0,4 ml por minuto. Se recolectaron fracciones
de 5 ml. El desarrollo de la columna se siguié mediante cromatografia en capa delgada de
silica gdl utilizando los sistemas de solventes (cloroformo:etanol 97:3) y vainillina como
revelador. Los tubos que presentaron perfiles cromatogréficos semejantes se juntaron y
evaporaron a presion reducida hasta sequedad. Se obtuvieron tres fracciones: A (5,1 mg); B
(1,6 mg) y C (2,1 mg) que analizadas por cromatografia en capa delgada de alta resolucién,
mostraron manchas gque podrian asociarse a la presencia de derivados terpenoidales, que
coincidieron en Rf y color con lo descripto por Matsuyama (1983) utilizando € mismo
revelador, paralas momilactonas A (R 0,47 color purpura) y B (R; 0,38 color azul)

Las fracciones A, By C se andlizaron mediante espectroscopia de RMN Hy B¢
utilizando CD;OD como solvente deuterado. Los espectros de RMN-1Hy *3C de lafraccion
A mostraron sefiales que podrian corresponder con las informadas por Chung et a. (2005)
parad [¥sitosterol-3-O-3-D-glucopiranésido (Cuadro 13, Figura 38).
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Cuadro 13. Valores de RMN 'Hy *3C observados comparados con datos bibliogréficos
correspondientes a sitosterol- 3- O- 13- D-glucopiranosido.

Posicion Fraccion A ? -sitoster ol-3-O-3-D-glucopiranosido
d*H (ppm) d~C (ppm) d*H (ppm) d *°C (ppm)
3 3,63 (M) 72,2 351 (m) 71,8
5 1411 140,7
6 5,40 (M) 1251 5,50 (sa) 122,0
18 0,75 () 14,1 0,70 () 13,0
19 0,97 () 19,1 0,94 (s) 19,4
21 0,94 (d) 18,3 0,92 (d) 18,8
26 0,80 (d) 19,7 0,81(d) 19,5
27 0,88 (d) 19,3 0,91 (d) 19,0
29 0,91 (t) 14,8 0,88 (t) 13,0
ik 4,24 (d) 104,3 4,35 (d) 1038
2 75,4 75,8
3 77,4 78,2
4 72,0 71,8
5 78,1 78,8
6 3,75; 352 (M) 63,1 3,80; 3,56 (M) 65,5

Entre paréntesis se expresalamultiplicidad de la sefial.
Datos bibliograficos. Chung et al. (2005)

Figura 38. Estructura quimica del 3-sitosterol 3-O-3-D-glucopiranosido

El Cuadro 13 detalla la asignacion més probable de sefiales del espectro de RMN-H
de la fraccion A. A bgjos valores de desplazamiento quimico, d 0,75 y 0,97 ppm,
aparecieron sefidles que podrian corresponder a los metilos 18-CH3 y 19-CHs. Estos
singuletes se presentaron solapados con dobletes a d 0,80, 0,88 y 0,94 ppm que podrian
asociarse a los grupos metilos de la cadena lateral del nlcleo esteroidal (21-CH3, 26-CHg,
27-CHs). La sefid del 29-CH3 se observd como triplete a d 0,91 ppm. En € espectro de
RMN -C se observaron entre d 14,1 — 19,7 ppm seis sefides que podrian corresponder a
los metilos 18-, 19-, 21-, 26-, 27-y 29-CHs.

Las sefiales de los espectros de RMN-H entre d 3,11 y 4,40 ppm y de RMN-°C
entre d 63,1 y 104,3 ppm podrian provenir de una unidad de monosacarido en su forma
piranésica. En este rango de sefiales se encuentran también los desplazamientos quimicos
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dd 3-Hy 3-C, por ser d punto a cual se une la unidad de monosacarido a nucleo
esteroidal.

La sefial del proton unido a carbono anomeérico resuena a d 4,24 ppm como doblete
con una constante de acoplamiento de 8 Hz, valor que es caracteristico de los anémeros 13
en monosacaridos de la serie D, y la sefid de dicho carbono (C1’') se observa en el espectro
de RMN **C ad 104,3 ppm.

A desplazamientos quimicos superiores se observaron en el espectro de RMN-'H (d
5,40 ppm) y en e de RMN-C (d 125,1 y 141,1 ppm) sefiales propias de un doble enlace.
Estas sefides parecen coincidir con las informadas por Chung et a. (2005) para € doble
enlace ?°. S bien la asignacion de sefides realizada por comparacion con datos
bibliogréficos no es completa, las coincidencias sefidladas sugeririan la presencia de un
glicosido esteroidal derivado del sitosterol en lafraccion A.

Los espectros de RMN-'H 'y -*C de las fracciones B y C mostraron sefides poco
definidas, debido alabaja masay ala complegidad de las mezclas presentes en las mismas.
Por tal motivo € trabajo para estas fracciones también se limitd a la blsgueda vy
comparacion con datos bibliogréficos, de las sefidles de RMN-Hy 3C més caracteristicas
de las fitoaexinas presentes en arroz, siendo las momilactonas A y B las més relevantes
(Figura39).

Figura 39. Estructura quimica de las momilactonas A y B

En el espectro de RMN *H de la fraccién B pudieron distinguirse singuletes ad 0,91
y 1,30 ppm que podrian corresponder a los metilos 17-CHs y 18-CHs de la estructura
diterpénica de la momilactona B. Entre d 4,90 y 5,85 ppm se observaron sefiales
caracteristicas de dobles enlaces. La momilactona B posee dos dobles enlaces carbono
carbono (?7 y ?%) cuyos valores de desplazamiento quimico son semejantes a los
informados por Chung et al. (2005). En e espectro de RMN-2C se observaron sefides a d
17,4; 21,0; 95,5; 109,9; 114,0; 146,2 y 150,2 ppm que comparados con datos de la
bibliografia podrian corresponder a las sefides de los metilos 18-CHs, 17-CHs, y los
carbonos en posicion G3, C-16, G7, G8 y G 15, respectivamente. Una sefid a d 181,1
ppm apenas distinguible podria corresponder a un carbono carbonilico de lactona (C-19)
presente en la momilactona B. En & Cuadro 14 se muestran los valores de RMN *Hy 3C
observados comparados con datos bibliogréficos informados para la momilactona B (Chung
et al., 2005).
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Cuadro 14. Vaores de RMN Hy *3C correspondientes a la momilactona B

Posicion Fraccion B Momilactona B

d*H(ppm) d~”C(ppm) d'H(ppm) d”C (ppm)

1 1,71; 1,77 (m) 28,6
2 2,10; 1,87 (m) 274
3 95,5 96,7
4 50,9
5 2,38 (d) 444
6 4,96 (m) 5,00 (dd) 73,8
7 5,58 (d) 114,0 5,67 (d) 1141
8 146,2 146,7
9 1,53 (m) 429
10 30,6
11 1,36; 1,74 (dd) 24,6
12 1,56 (m) 37,2
13 39,9
14 2,01; 2,15 (dd) 48,6
15 5,85 (m) 150,2 5,86 (dd) 1493
16 4,90 (m) 109,9 5,00; 4,90 (dd) 109,2
17 0,91 (s) 21,0 0,90 () 21,1
18 1,30 (s) 17,4 1,39 (9 17,7
19 181,1 180,6
20 4,00; 3,57 (dd) 72,6

Entre paréntesis se expresala multiplicidad de la sefial .
Datoshibliograficos: Chung et a. (2005)

Al comparar las sefidles del espectro de RMN-*H de la fraccion C con datos
publicados para la momilactona A se podria relacionar los singuletes a d 0,91; 0,92 y 1,45
ppm, con los metilos de las posiciones 17-CH3, 20-CHs y 18- CHs de la estructura
diterpénica, respectivamente, sin embargo dichas sefiales se observaron solapadas con otras
de menor intensidad y diferente multiplicidad. Las sefides entre d 5,00 y 5,80 ppm podr ian
corresponder a los dobles enlaces ?” y ?*°, aunque no llega a distinguirse € nimero y
multiplicidad de las mismas. En € espectro de RMN-13C se observaron sefides a d 22,0;
21,1 y 22,0 ppm que podrian corresponder a los metilos 17-CHg, 18-CHz y 20-CHs,
respectivamente. Se observaron sefiales de dobles enlaces cuyos carbonos resuenan a d
109,0, 114,0 y 151,2 ppm. A campos bgos se observo también una sefial a d 176,2 que
podria corresponder a un carbonilo de lactona. Al no poder observar con certeza la sefial del
carbonilo ceténico a desplazamientos quimicos proximos a d 206 — 208 ppm no es posible
asegurar la presencia de momilactona A, aunque cabe aclarar que en dicha fraccion no se
observa la sefial a desplazamientos quimicos proximos ad 95 —97 ppm propiadel C-3 dela
momilactona B. En e Cuadro 15 se muestran los valores de desplazamiento quimico de
RMN-H y C comparados con datos bibliogréficos informados para la momilactona A
(Chung et a., 2005).
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Cuadro 15. Vaores de desplazamiento quimico de RMN-'H y 3C de la fraccion C
correspondientes a la momilactona A.

Posicion Fraccion C Momilactona A

d*H(ppm) d*C(ppm) d*H(ppm) d*°C (ppm)
T 203, 161 (M) 31,7
2 2,65; 2,54 (m) 35,5
3 208,5
4 55,2
5 2,55 (d) 471
6 5,00 4,98 (dd) 78,3
7 5,80 114,0 5,75 (d) 115,1
8 149,8
9 1,86 (m) 51,5
10 33,6
1 1,43; 1,77 (dd) 25,1
1 1,60 (m) 38,8
13 41,3
14 2,06; 2,23 dd 48,7
15 5,80 151,2 (d) 589 dd 150,6
16 5,00 109,0  5,00; 4,92 dd 1104
17 0,91 (s 22,0 0,93 (9 22,4
18 1,45 (9) 21,1 1,50 (s) 21,6
19 176,2 1774
2 0,91 (s 22,0 0,93 (9 22,2

Entre paréntesis se expresa la multiplicidad de la sefdl.
Datoshibliogréficos. Chung et d. (2005)

La presencia de un elevado nimero de picos que no pudieron ser asignados en los
perfiles de CLAR y la complgjidad de los espectros de RMN de las fracciones A, By C de
los cultivares aelopaticos, entre los 14 y 30 minutos, sugieren que otras fitoalexinas
biosintéticamente relacionadas con las momilactonas (fitocasanos y oryzalexinas) podrian
también estar presentes (Toyomasu et al., 2008).

3.7. Discusion
3.7.1. Componentes no polares

Cuando los extractos se analizaron por cromatografia gaseosa y cromatografia
gaseosa-espectrometria de masas pudieron establecerse las diferencias entre ellos. Si bien
los tres cultivares presentaron similitud en cuanto a algunos componentes no polares, se
observaron diferencias en las abundancias relativas de los mismos. Entre los componentes
mayoritarios del extracto no polar de Supremo 13, predominaron los hidrocarburos lineales
(heneicosano, docosano, tricosano y €eicosano), con  menores proporciones de
hexadecanoato de metilo y del acido hexadecanoico libre, Unicos compuestos oxigenados
detectados en este extracto (11,18+1,08%). Comparativamente los extractos de Bluebonnet
50 y El Paso 144 presentaron una mayor proporcién de derivados oxigenados con
porcentgjes del 32,34+1,67% y 38,58+2,05%, respectivamente. Bluebonnet 50 mostré la
mayor concentracion de hexadecaroato de metilo 6,01+0,97%), y baja proporcion del
acido hexadecanoico (6,24+0,79%), adiferencia de lo que se observa en el cultivar El Paso
144, donde este Ultimo compuesto alcanza e 25,63+0,92% sin detectarse la presencia de su
éster metilico. El addehido (octadecand) y la cetona (6,10,13-trimetil- 2- pentadecanona)
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solo se detectaron en el El Paso 144. Es la primera vez que esta cetona se informa entre los
componentes de un extracto de raiz de arroz.

La presencia de hidrocarburos y algunos acidos derivados ha sido previamente
sefidadas por Kim y Kim (2000) en los exudados radicaes del cultivar alelopatico
Kouketsmochi, donde determinaron hidrocarburos y acoholes lineales asi como acidos y
ésteres (9,12-octadecadienoico, hexadecanoato de metilo, octadecanoato de metilo, 12-
metil- tridecanoato de metilo). Estos autores plantearon que aunque las concentraciones de
estos metabolitos son bajas y su actividad inhibitoria relativamente débil, pueden actuar en
forma sinérgica como aleloquimicos de arroz. He @ al. (2006) confirmaron este planteo
luego de analizar exudados radicales de 25 cultivares de arroz, estableciendo que su
actividad alelopatica estaba relacionada con la presencia de ésteres, aldehidos, cetonas,
alcoholes, hidrocarburos y acidos organicos ademas de derivados terpénicos.

El cultivar adelopético El Paso 144 ha demostrado incluir en sus raices (extracto
ciclohexano) el doble de masa relativa de componentes no polares que los otros cultivares
diferencidndose ademés de ellos en la produccién exclusiva de derivados oxigenados
(6,10,14-trimetil- 2-pentadecanona y octadecanal) acompafiando a una abundancia mucho
mayor de acido hexadecanoico que en este cultivar representa la cuarta parte de su
composicion porcentual. Esta caracteristica quimica de El Paso 144, podria explicar en
parte su actividad inhibitoria de la germinacién y crecimiento de plantulas de Echinochloa
crus-galli, particularmente s se tiene en cuenta que la presencia de esta maleza parece
estimular una mayor produccién de aleloquimicos por parte de cultivares alelopéticos de
arroz (Kong et al., 2006).

3.7.2. Componentes polares

En nuestro estudio se detectaron los mismos derivados fendlicos en los tres cultivares
analizados, aunque se registraron mayores abundancias relativas en €l cultivar Bluebonnet
50, que en la mayoria de los casos duplicé las correspondientes a los mismos compuestos
en los cultivares El Paso 144 y Supremo 13. Los acidos fendlicos cafeico, vanilico,
siringico, p-cumarico, ferdlico y clorogénico, fueron los derivados de écidos fendlicos
mayoritarios en |os tres casos, también se detect6 la presencia del glucosido de quercetina.
Acidos fendlicos como p-hidroxibenzoico, vanilico, siringico, p-cumérico y ferdlico han
sido identificados entre los aleloquimicos mas comunes del arroz (Rice, 1984; Mattice, et
al., 1998; Chung et al., 2001; Rimando et al., 2001; Seal et a., 2004 a,b).

La importancia de los compuestos fendlicos como aeloquimicos en el ecosistema
del arroz ha sido sefialada por Mattice et al. (1998), quienes sugirieron que la alelopatia de
arroz sobre las malezas se correlacionaba con la presencia de acidos fendlicos liberados por
las raices de arroz. Posteriormente, otros autores (Sea et al, 2004 b), confirmaron que el
mayor contenido de acidos fendlicos en cultivares se correlacionaba con el mayor potencial
alelopatico. Se ha sefialado, ademés, que los efectos diferenciales de acidos fendlicos sobre
parte aérea y raices (estimulacion del crecimiento del brote, inhibicién del crecimiento de
raiz de E. cruss-galli) podrian deberse a diferencias de sensibilidad de las mismas a estos
compuestos. Aunque |as concentraciones mayores a 1 pmol L™ requeridas para inhibir alas
malezas (Dalton 1999), hacen que algunos autores desestimen el papel de los derivados
fendlicos en la capacidad inhibitoria de los cultivares de arroz, Einhellig (1989) ha
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demostrado que las bajas concentraciones pueden ser obviadas por efectos aditivos y/o
sinérgicos entre los componentes de estas familias de compuestos, asi la accion conjunta de
diez aeloguimicos derivados del é&cido benzoico resultdé tan inhibitoria como una
concentracion diez veces mayor de uno de ellos.

Considerando que la actividad inhibitoria de derivados de los acidos cinamico y
benzoico es funcion directa de su concentracion y que éstos pueden actuar en forma
sinérgica, se podria pensar que la actividad alelopética de Bluebonnet 50 podria estar
vinculada a la mayor produccion de esos componentes. Los derivados de los &cidos
benzoicos y cindmico han sido reconocidos por diferentes autores como responsables de
parte de la actividad inhibitoria de diferentes especies vegetales sobre la germinacion y e
crecimiento de otras. Estudios realizados en la Ultima década sobre la actividad alelopética
de Azadirachta indica (Xuan et al., 2004), sefialan a estos compuestos como principales
responsables de su inhibicion sobre la germinacion de especies cultivadas y malezas. La
actividad de estos derivados fendlicos ha sido relacionada a efectos sobre la membrana
plasmética que afectan la absorcidén de minerales y nutrientes (Balke, 1987, Xuan, 2004).
Einhellig (1995) propuso que € modo de accion de los fendlicos comienza con la
perturbacion de las membranas, influyendo e equilibrio energético y afectando € flujo y
retencion de iones. Blum (1995) sugirié que algunos &cidos fendlicos, tales como p-
hidroxibenzoico, p-cumarico y ferdlico inhiben la conductividad hidrallica y la captacion
de nutrientes por parte de |as raices de las plantas, produciendo inhibicion del crecimiento.

En el presente estudio, y en coincidencia con lo informado por diferentes autores, el
acido p-cumérico se asocio con uno de los cultivares aelopaticos (Bluebonnet50). En este
sentido, Sea et a. (2004b) determinaron que de los derivados fendlicos encontrados en
exudados radicales de arroz, el &cido p-cumarico era uno de los que mejor explicaba la
inhibicién del crecimiento de Sagittaria montevidensis. Por su parte, Kim et al. (2000)
encontraron que la abundancia relativa de este compuesto presente aumentaba
notablemente bajo radiacion UV en extractos de arroces aelopéticos (Kouketsumochi,
Tang Gan y Taichung Native 1). Estos resultados sugieren que e &cido p-cumérico es uno
de los fendlicos cuya abundancia relativa puede ser regulada por €l estrés ambiental.

Con respecto a los derivados diterpénicos, dada la imposibilidad de aislar estos
compuestos debido a las pequeiias cantidades que se obtuvieron luego de los diferentes
procesos separativos, no pudo determinarse de manera concluyente su presencia en los
cultivares analizados. No obstante, los cromatogramas correspondientes a la CLAR y €l
andlisis de los sub-extractos por espectroscopia, RMN-'H y RMN-C, sugieren la
presencia de un mayor nimero de compuestos de este tipo en los cultivares alelopaticos.
Las mayores masas relativas de sub- fracciones acetato de etilo de los extractos metanol cos
de los dos cultivares alelopéticos (5,6 mg para Bluebonnet 50 y 8,1 mg para El Paso 144)
frente a lo obtenido a partir de la misma masa de extracto metandlico en € caso de
Supremo 13 (3,1 mg), contribuyen a aumentar la diferencia entre este Ultimo y los
cultivares alelopéticos.

Estos metabolitos derivan de acetil-CoA via &cido mevadnico y su biosintesis
relaciona las principales fitoalexinas de arroz (Koga et a., 1995; Toyomasu et a., 2008). El
efecto inhibitorio de las fitoalexinas de arroz ha sido estudiado por Nojiri et a. (1996),
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Araki y Kurahashi (1999), Tamogami y Kodama (2000). Algunos autores consideran que la
momilactona B es la sustancia mas activa, habiéndose probado que su concentracion es
modulada por el estado ontogénico de la planta acanzando sus valores méximos antes de
la floracién (Kato Noguchi e Ino, 2005). Toyomaso et a. (2008) demostraron que las
momilactonas A y B y los fitocasanos liberados por las raices de arroz inhiben patégenos
(tizon del arroz, podredumbre de raiz) ademas de afectar negativamente el crecimiento de
plantulas de lechuga y repollo chino. Chung y Ahmad (2010) también relacionaron la
induccion de fitocasanos con la presencia de patdgenos del arroz (Magneporthe grisea y
Rhizoctonia solani) y lo han interpretado como una respuesta alelopética del arroz a plagas
y otras enfermedades.

El incremento de compuestos fendlicos y terpenoides en situaciones de estrés
ambiental también esta bien documentado. Kato-Noguchi et a. (2007) informaron el efecto
inductivo del UV sobre la acumulacion de momilactona B en la rizosfera de plantas de
arroz y anos antes Kodama et al. (1988) estudiaron el efecto de dicha variable sobre la
acumulacion de fitoalexinas (momilactonas y oryzalexinas) en las hojas. Se ha informado
que d aumento de radiacion ultravioleta B (UV-B) induce una mayor acumulaciéon de
fenilpropanoides y flavonoides en algunas especies, tales como € poroto, el pergil, la papa,
el tomate, e maiz, e centeno, lacebaday el arroz (Tevini et al., 1991; Liu et a. 1995; Kim
et al. 2000). La radiacion infrarroja es también un potente inductor de fenilpropanoides
como €l isovitexin que protege a arroz del estrés oxidativo (Lee et a., 2003).

En 2009, Kato-Noguchi y su equipo informaron que la capacidad alelopdtica del
arroz sobre E. crus-galli se incrementa debido a la presencia de metales pesados, y del
&cido jasmonico. Este Ultimo es una sefial volatil de regula la biosintesis de diferentes
metabolitos secundarios, entre ellos la momilactona B.

Kong et a. (2006), determinaron gque las concentraciones de momilactonas liberadas
desde las plantulas de arroz a suelo se incrementan drasticamente cuando estan rodeadas
por E. crus-galli, lo cual sugeriria que las plantulas de arroces a el opaticos pueden “ sentir”
la presencia de algunos aleloquimicos liberados a suelo por E. crus-galli y responder a esto
aumentando su produccion de aleloquimicos.
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4. Discusion General

Posiblemente, muchos se preguntaran para qué estudiar €l potencial aelopético de un
cultivar. Sin embargo, sabiendo que la capacidad alelopética de las especies cultivadas se
puede capitalizar para e control de malezas, reduciendo € empleo de herbicidas y
fomentando una agricultura méas armoniosa con e medio ambiente, la respuesta surge de
manera inmediata e indubitable. De ali que & estudio de los rasgos aelopéticos de los
cultivos estd ocupando un lugar destacado en la literatura cientifica mas reciente,
posicionandose como una herramienta idonea para el control biolégico de las malezas, con
implicancias positivas sobre la estabilidad del ecosistema y la conservacion de la
biodiversidad.

El presente estudio se inscribe en este contexto, y tuvo como objetivo general
identificar los cultivares de arroz con potencial alelopético, entre los més frecuentemente
empleados en la zona arrocera argentina. Este objetivo genera se bifurcod en dos objetivos
especificos complementarios. Por un lado, se efectuaron bioensayos de laboratorio a efectos
de seleccionar los cultivares con caracteristicas alelopaticas y, por otro lado, se realizaron
andlisis quimicos con € proposito de identificar los aeloguimicos que les confieren tales
caracteristicas.

Los bioensayos ejecutados permitieron identificar el efecto de seis cultivares de
arroz (Cambg, El Paso 144, Bluebonnet50, IRGA 417, Supremo 13, Yerud) sobre el
desarrollo de una de sus principales malezas, la E. crus-galli o capin. Si se considera que
los bioensayos de laboratorio se caracterizan por mantener un medio ambiente fisico
uniforme (luz, temperatura, agua) en todas las placas de Petri y, en ausencia de otras
interferencias del crecimiento, todas las plantulas de malezas deberian haber alcanzado €
mismo nivel de crecimiento. Sin embargo, este no fue € caso, ya que segun fuera la
variedad de arroz con la que crecian las plantulas de capin, se observé una respuesta de
crecimiento completamente diferente. Por ggemplo, lalongitud radical media de la maleza a
los 17 dias de edad fue tan sdlo de 1,09 mm en presencia de un cultivar, pero alcanzo los
6,07 mm en presencia de otro cultivar.

Por lo que a partir de los resultados de |os bioensayos se pudo determinar que de los
seis cultivares probados, dos de ellos (El Paso 144 y Bluebonnet50) mostraron habilidad
alelopatica, ya que lograron inhibir el crecimiento radical del capin. Esta activa defensa
quimica contra el capin, en consonancia con lo informado por Chang et al. (2009), seria un
indicador elocuente del potencial aelopatico de estos cultivares. A su vez, de estos dos
cultivares, €l de tipo japonica tropical (Bluebonnet50) mostré mayor actividad alelopética
que € de tipo indica (El Paso 144), desde e momento que Bluebonnet50 inhibid el
crecimiento del capin en un 87,50%, mientras que El Paso 144 1o hizo en un 82,70%. Estos
resultados coinciden con estudios previos (Khanh et al., 2007; Lee et al., 2004), que sefialan
que los cultivares de tipo japdnica tropical tienen mayor capacidad de supresion del capin
que los de tipo indica o los hibridos. En tanto que los porcentagjes de inhibicion registrados
estén en sintonia con los informados por estudios anteriores (Dilday et al., 1998; Hassan et
al., 1998; Olofsdotter et al., 1999) en los que se ha trabgjado con arroces de una gran
diversidad de origenes y de una amplia gama de tipos (por €emplo, tradicionales,
modernos, de porte alto, enanos, etc.).
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Vale decir que, en linea con numerosos especiadistas (Chang et al., 2009; Pheng et
a., 209) quienes en estos uUltimos 15-20 afios vienen informando acerca del potencial
alelopatico de las més diversas lineas de arroz cultivadas arededor del mundo, del presente
estudio surge que algunos de los cultivares empleados en la Mesopotamia argentina
también poseen caracteristicas alelopéticas. De manera que s se analizan los resultados del
presente estudio a la luz de los criterios enumerados por Blum et a. (1999) para establecer
la capacidad alelopatica de un cultivo, entonces se puede indicar que tanto e cultivar
BlueBonnet50 como El Paso 144 deben contener/producir y liberar alguna sustancia
quimica capaz de inhibir el crecimiento del sistema radical del capin (primer criterio); la
concentracion de tal sustancia debe ser suficiente como para inhibir la captacion de agua
y/o nutrientes a través de las raices del capin (segundo criterio) y, los pardmetros de
inhibicion observados no pueden ser explicados por otros factores fisicos o bidticos (tercer
criterio), ya que las condiciones de crecimiento han sido idénticas para los grupos
experimentales y € testigo.

Posteriormente, estos dos cultivares que demostraron poseer una mayor capacidad
alelopdtica, asi como e que no mostré ningun potencia en este sentido (Supremo 13)
fueron cultivados para andlisis de identificacion de los compuestos aleloquimicos. El
cultivo se redizé en inverndculo, en macetas con tierra y perlita, mediante una
modificacion propia de la técnica de Aisamiento Guiado desarrollada por Rimando et al.
(2001). La modificaciéon introducida (mejor control de la disponibilidad de agua y
uniformidad de las condiciones medio ambientales para el crecimiento de las plantulas),
transformaron a bioensayo en un test més reproducible, tal como o ha sefialado Pheng et
al. (2009) para referirse a gjustes similares efectuados en bioensayos empleados por su
propio equipo de investigacion.

En esta segunda fase del estudio se efectuaron andisis cromatograficos y
espectroscopicos con el proposito de comparar los perfiles metabdlicos de los cultivares
con propiedades aelopéticas contrastantes. Tales andlisis se efectuaron en los tejidos
radicales, habida cuenta que diferentes especiaistas (Lee et a., 2008; Seal & Pratley,
2010), coinciden en sefialar que, para los estudios aelopéticos de cultivares de arroz, son
biol 6gicamente mas significativas las determinaciones en los tejidos radicales que en otros
tgjidos de laplanta. Si bien estas determinaciones son més dificiles de realizar porque en las
raices los compuestos se encuentran en cantidades muy pequefias y dentro de matrices
complgas, en la actualidad su gecucion se ve facilitada mediante la aplicacion de técnicas
de gran sensibilidad, tales como las que se usaron en este estudio.

El empleo de la cromatografia gaseosa permiti6 andizar los perfiles
cromatograficos de los extractos no polares de los tres cultivares. En este sentido, los
cultivares aelopéticos presentaron mayor proporcion de derivados oxigenados que €l
cultivar no alelopatico. Asimismo, se pudo determinar que e hexadecanoato de metilo fue
el compuesto mayoritario en e cultivar Bluebonnet50, en tanto que el &cido hexadecanoico
fue el mas abundante en El Paso 144. Estos compuestos no polares serian responsables de
conferirle a los cultivares propiedades antimicrobianas y la capacidad de regular el
establecimiento de las plantulas (Ens et a., 2009).



84

Por medio de la cromatografia liquida de alta resolucién de fase reversa se efectud
el andisis de los metabolitos secundarios polares, € que revel0 la presencia de fitocasanos
y momilactonas en los extractos metandlicos de raiz de los tres cultivares de arroz. A bajos
tiempos de retencion, para los tres cultivares, se detecto la presencia de derivados fendlicos
(en coincidencia con lo informado por Chang et a., 2009; Rimando et al., 2001; Seal et al.,
20044, b); y un mayor peso relativo de los &cidos cafeico, vanilico, p-cumérico y ferdlico y
del glucosido de quercetina. Los compuestos fendlicos son reconocidos antimicrobianos y
reguladores del crecimiento (Hattenschwiler & Vitousek, 2000; Souto et al. 2000). A
tiempos de retencion algo superiores se obtuvieron las mayores diferencias entre los tres
extractos. En este sentido, sdlo los cultivares alelopéticos mostraron la presencia de
derivados esteroidales y diterpenoidales, 1o que es consistente con estudios previos (Bi et
al., 2007; Xiong et a., 2007; Song et al., 2008).

Finalmente, y dada la similitud de sus perfiles cromatogréficos, ambos cultivares
alelopéticos se unificaron y fraccionaron por cromatografia en columna de particion por
geles. El andlisis de las fracciones por silica gel y por espectroscopia de resonancia
magnética nuclear permitié determinar la presencia de un glucésido de R-sitosterol y las
momilactonas A y B. La identificacion de momilactonas A y B esté en sintonia con los
hallazgos informados por Agrawa et a. (2002), para quienes las momilactonas
desempefian funciones de fitoalexinas; asi como con los presentados por Kong et al. (2006),
quienes observaron que los arroces alelopaticos liberaban momilactona B a niveles tdxicos
y aumentaban la cantidad de aleloquimicos cuando estaban rodeados de E. crus-galli. En
base a tales observaciones, argumentaron que las plantulas de arroz alelopatico podian
detectar la presencia del capin y responder aumentando su produccion de aleloguimicos
para inhibirlo. Por su parte, Kato-Noguchi ha sefialado en diversas oportunidades (Kato-
Noguchi, 2004, 2011; Kato-Noguchi et a., 2010) que la momilactona B es la principal
responsable del efecto inhibitorio de las plantulas de arroz. Este autor también ha indicado
(Kato-Noguchi, 2011) gue como la actividad alelopatica y la concentracion de momilactona
B en las plantulas de arroz, aumentan en presencia de las plantulas de capin,
probablemente, esos incrementos se deban no sblo a la competencia por nutrientes entre las
dos especies, sino también por los compuestos quimicos exudados por las raices del capin.
Como la momilactona B posee una fuerte actividad fitotdxica y alelopética (Kato-Noguchi
et al., 2008; 2010), su elevada produccion y secrecion por parte del arroz puede
proporcionar una ventaja competitiva para el establecimiento de laraiz del cultivo a través
de la supresion local de patdgenos y la inhibicion del crecimiento de plantas de especies
competitivas, incluyendo € capin.

Esta diafonia quimica (como la acaba de rotular Kato Noguchi (2011) para referirse
aeste “cruce de palabras’ entre la planta donante y la objetivo), es un proceso esencial para
el desarrollo de las conexiones fisicas en toda relacion parasita o simbidtica (Bais et a.,
2006). A pesar que € capin es una de las malezas mas comunes y nocivas del arroz, todavia
no se conoce la razén por la que invade los arrozales. Para Kato-Noguchi (2011) puede
deberse a algunas interacciones especiales entre ambas plantas, por 1o que sugiere que €
arroz puede ser “consciente” de la presencia de capines vecinos mediante la deteccion de
ciertas claves en los exudados de raiz del capin. Por lo que esta funcion sensorial podria
desencadenar una cascada de sefiales que se traducirian en e aumento de la produccién de
momilactona B. Frente a este escenario, concluye sefialando (y compartimos sus
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expresiones) que la alelopatia del arroz podria ser un mecanismo de defensa inducido por
las interacciones quimicas entre €l arroz 'y el capin.

Como toda investigacion empirica, la presente se caracteriza por algunas fortalezas
y debilidades. Entre las debilidades, se puede sefidar € hecho de haber reaizado
bioensayos de laboratorio y no haber planificado la gecucion de un ensayo en invernadero
0 a campo. Si bien es cierto que, por lo general, e potencia aelopético se determina a
través de bioensayos de laboratorio, analizando los efectos de los exudados liberados por
una planta donante sobre la germinacién de otra planta (objetivo), este tipo de bioensayos
suelen ser criticados porque no lograria predecir exactamente lo que sucede en una
situacion a campo. Algunas criticas (Gibson, 2002), focalizan en las dificultades de los
bioensayos de laboratorio para reproducir las interacciones aelopaticas que ocurren a
campo, sobre todo las vinculadas con la concentracidn, liberacion y degradacion de los
agentes alelopéticos. En este sentido, se ha sefialado (Pisula & Meiners, 2010; Teerarak et
al., 2010), que es probable que los aleloguimicos en & suelo sean liberados a un ritmo
diferente y puedan perderse en la tierra por degradacién, lixiviacion, o unidn con otros
compuestos quimicos. También se ha subrayado que la actividad fitotoxica de los
aeloquimicos se relaciona, basicamente, con la descomposicion a cargo de los
microorganismos del suelo (Kobayashi et al., 2008). Sin embargo, a pesar de tales criticas,
son numerosos los especidlistas (Pheng et al., 2009; Pisula & Meiners, 2010) que remarcan
que los bioensayos de laboratorio son muy Utiles para la deteccion del potencia alelopético
de especies que, a posteriori, pueden ser sometidas a estudios de campo més detallados. A
su vez, cada dia son més las evidencias empiricas (Pisula & Meiners, 2010) que muestran
que el potencial aelopatico previamente encontrado en bioensayos de laboratorio se
confirma en experimentos a campo. Al respecto, en su reciente estudio con 359 cultivares
camboyanos de arroz, Pheng et al. (2009) sefidlan que “...fue particularmente alentador
encontrar que € bioensayo posterior, llevado a cabo en macetas, con tierra comin, arrojo
resultados similares a los obtenidos en los bioensayos de laboratorio. Las lineas de arroz
que mostraron un efecto inhibidor sobre e crecimiento de las malezas en e laboratorio
fueron también las lineas que mostraron el mismo efecto en e suelo” (pp. 264). Otrade las
debilidades del trabajo estaria vinculada con la eleccion de los cultivares en estudio, los que
s bien fueron indicados como los mas utilizados en la zona mesopotamica tanto por
semilleros como por productores a inicio del proceso de investigacion (2007), en la
actualidad pueden haber perdido sus posiciones relativas. Por 1o que en futuros estudios,
podrian analizarse otros cultivares de arroz recientemente introducidos o que gocen de las
preferencias mas actualizadas de los productores. Finalmente, una tercera limitacion podria
estar vinculada con el tiempo que demandaron los andlisis quimicos, los que por diversos
motivos se fueron dilatando en el tiempo.

Entre las fortalezas, hay que destacar que € presente trabajo constituye el primer
antecedente del andlisis de las potencialidades alelopaticas de variedades de arroz de uso
frecuente en Argentina. Con lo que queda inaugurada una linea de investigacion
promisoria, habida cuenta que el estudio de las caracteristicas alelopéticas del arroz esta
capturando la atencion de cientificos de la mayoria de las regiones productoras del mundo.
Sin embargo, posiblemente, la mayor fortaleza de la presente investigacion esté referida a
la identificacion de algunos de los componentes responsables de la alelopatia de un par de
cultivares usados en e pais. Esta informacion podria, por gemplo, ser empleada para €l
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desarrollo y/o mejoramiento de cultivares resistentes al capin, lo que facilitaria el control de
malezas y reduciria el empleo de herbicidas sintéticos.

Por la complgiidad del fendmeno, demostrar experimentamente la capacidad
alelopatica de un cultivar podria considerase, simplemente, como la enunciacion del
problema. Ya que la nueva agenda para futuras investigaciones incluiria, entre otras
acciones, laidentificacion de los mecanismos de liberacion de las sustancias aeloquimicas,
su concentracion y residualidad en e medio ambiente, asi como la gecucion de estudios
gue permitanresponder a interrogantes tales como ¢Ja actividad aelopatica de los cultivares
BlueBonnet50 y El Paso 144 se locadliza sdlo en la raiz 0 esta presente también en otras
partes de la planta?, ¢cudles son los mecanismos autoprotectivos que impiden que la panta
donante se autointoxique con los aleogquimicos producidos?, ¢cuanto tiempo permanecen
los aleloquimicos en € suelo una vez que son liberados?. Las respuestas a estas y otras
tantas preguntas solo se lograran a través de un programa sistematico y sosenido de
ensayos de laboratorio e investigaciones a campo. Por lo que, a modo de sintesis se podria
decir que el presente estudio deberd ser complementado con sucesivos bioensayos con otros
cultivares de arroz empleados en el medio, otras malezas que compartan € rango de
agresividad del capin, identificaciones del o de los aleloquimicos del arroz que impacten
negativamente sobre las futuras malezas a probar, asi como € aisamiento de tales
sustancias fitotdxicas y posterior mejoramiento de cultivares mediante el agregado de los
caracteres alelopéticos aislados.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES



5. Conclusiones

El presente trabgo ha permitido identificar dos cultivares de arroz con potencia
aelopético, e individualizar agunos de los aeloquimicos que le confieren tales
caracteristicas. Se trata de dos cultivares (BlueBonnet 50 y El Paso 144) de uso frecuente
en la zona arrocera argentina, concentrada en las provincias de Santa Fe, Entre Rios y
Corrientes. En términos pragméticos, la identificacion de los compuestos inhibitorios y una
mayor comprension de su capacidad alelotdxica, podrian sentar las bases parala aplicacion
de técnicas de ingenieria genética para aumentar la produccion de estos aeloquimicos. El
objetivo final seria la produccién de cultivares de arroz atamente alelopéticos,
caracterizados por poseer sus propios mecanismos de defensa contra las malezas (plagas y
enfermedades) asociadas.

En sistemas de economias de subsistencia (como lo son las pequefias chacras
arroceras del litoral argentino), el desarrollo de una estrategia que incluya un cultivar con
"la capacidad incorporada de suprimir malezas" podria tener ventajas importantes sobre los
enfoques convencionales que se basan en e desmalezado manual o el empleo de herbicidas
costosos. Sobre todo porgque € empleo de un cultivar con actividad alelopética no requiere
la adopcién de ninguna tecnologia agricola complicada y reduciria (o eliminaria) la
aplicacion de herbicidas. Se trata de ventgjas que contribuirian a mantener bajos los costos
de produccion y evitarian la contaminacion del medio ambiente, sin afectar a otras
actividades complementarias, tales como la apiculturay la fruticultura.

El desarrollo de cultivares de arroz alelopaticos abre un futuro prometedor, aunque
hasta el momento no existen cultivares comerciales con tales caracteristicas. Para que ese
futuro se convierta en una realidad tangible, todavia deben investigarse a fondo otros
problemas potenciales, tales como la autotoxicidad, € desequilibrio metabdlico, los efectos
residuales y € desarrollo de una poblacién tolerante a siembras sucesivas de estos nuevos
cultivares. Problematicas que requieren ser abordadas por equipos multidisciplinarios, en
los que agrénomos, ecologos, quimicos, fitomeoradores y bidlogos moleculares pueden
aportar sus conocimientos. Hasta el momento se ha dado un gran paso, ya que s bien la
alelopatia por si sola no puede combatir por completo a las malezas, existe consenso entre
los especialistas Bertholdsson, 2010; Chang et. a, 2009; Ens et al., 2009; Kato-Noguchi,
2011; Pheng et d, 2009) que puede funcionar como un componente importante en €
manejo integrado de malezas.
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